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RESUMO

A leishmaniose, uma doencga tropical parasitaria negligenciada, esta distribuida em
mais de 90 paises ao redor do mundo. A leishmaniose visceral, forma mais grave da
doenca, afeta mais de 80 paises e apresenta estatisticas de incidéncia e mortalidade
mais expressivas, de acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS). No
entanto, apesar dos grandes esforcos empreendidos pela Organizagao das Nagdes
Unidas (ONU), com a instituicdo dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
(ODS) — que criam metas para a erradicagdo da doencga até 2030; o cenario ainda
exige mais agodes. Inclusive no que diz respeito ao diagnostico, uma vez que os
meétodos tradicionais de identificagao dessa parasitose, sejam eles moleculares ou de
deteccado de anticorpos especificos, apresentam limitacoes. Neste sentido, uma
atencado elevada tem sido dada ao desenvolvimento de novas estratégias para a
detecc¢ao da doenga. No presente trabalho, foi desenvolvido um imunossensor do tipo
impedimétrico para a detec¢do de anticorpos especificos para leishmaniose visceral
canina. Isso foi feito a partir da modificacédo de uma plataforma de baixo custo, uma
malha de aco, modificada com nanoestruturas baseadas no polimero condutor
polipirrol dopado com poli(4-estirenosulfonato de sodio), decoradas com
nanoparticulas metalicas de ouro (PPy:PSS-AuNPs). Em seguida, sobre a plataforma
desenvolvida, uma monocamada auto-organizada (SAM) foi formada pela adigdo do
acido 3-mercaptopropidnico (3-MPA), visando uma melhor orientagéo do elemento de
reconhecimento biologico. Duas proteinas recombinantes provenientes do protozoario
Leishmania infantum (agente etiologico da leishmaniose visceral) — uma com fungao
bem estabelecida (proteina K39) e outra com fun¢do ainda desconhecida (proteina
C1); foram ancoradas a plataforma desenvolvida e exploradas como biorreceptores
para a deteccédo de anticorpos contra L. infanfum. Ambos 0s imunossensores se
mostraram promissores para o imunodiagnostico da leishmaniose visceral. Através da
plataforma proposta (PPy:PSS-AuNPs) foi possivel obter limite de detec¢céo (LOD) de
5,79 pmol L~ ' e um limite de quantificagcdo (LOQ) de 19,32 pmol L~ ' para K39. Para o
imunossensor construido com a C1, o LOD foi de 3,91 fmol L-' e LOQ de 13,05 fmol
L-"'. Adicionalmente, os testes com as proteinas em amostras reais dos grupos
positivo e negativo para a leishmaniose visceral canina apresentaram vantagens em
comparag¢ao aos metodos de diagnosticos tradicionais, como maior sensibilidade,
especificidade e menor tempo de resposta. Portanto, os resultados obtidos nesta
pesquisa visam contribuir para melhorias no diagnostico sorologico da leishmaniose
visceral e para a diminuicdo das estatisticas globais associadas a essa doenca
parasitaria.

Palavras-chave: doencgas tropicais negligenciadas, leishmaniose visceral,
imunossensor impedimétrico, proteina recombinante K39, proteina recombinante C1.



ABSTRACT

Leishmaniasis, a neglected tropical parasitic disease, is distributed across more than
90 countries worldwide. Visceral leishmaniasis (VL), the most severe form of the
disease, affects more than 80 countries and has the highest incidence and mortality
rates, according to the World Health Organization (WHO). However, despite the
considerable efforts made by the United Nations (UN) — through the establishment of
the Sustainable Development Goals (SDGs) which aim to eradicate the disease by
2030; the situation still requires ongoing efforts, particularly in terms of diagnosis.
Traditional methods for disease identification, whether molecular or for detecting
specific antibodies, have limitations. In this regard, significant attention has been
dedicated towards the development of new strategies for detecting this parasitic
infection. In this work, an impedimetric immunosensor was developed for the detecting
of specific antibodies against canine visceral leishmaniasis. This was achieved by
modifying a low-cost platform — stainless steel mesh; which was functionalized with
nanostructures based on the conducting polymer polypyrrole doped with poly(4-
styrenesulfonic acid sodium salt) and decorated with gold metallic nanoparticles
(PPy:PSS-AuNPs). Then, a self-organized monolayer (SAM) was formed on the
developed platform by adding 3-mercaptopropionic acid (3-MPA), aiming for improved
orientation of the biological recognition element. Two recombinant proteins from the
protozoan Leishmania infantum (the etiological agent of visceral leishmaniasis) — one
with a well-stablished function (protein K39) and another with an unknown function
(protein C1) — were anchored to the developed platform and explored as bioreceptors
for detecting antibodies against L. infantum. Both immunosensors proved promising
for the immunodiagnostic of canine visceral leishmaniasis. Through the proposed
platform (PPy:PSS-AuNPs), it was possible to obtain a limit of detection (LOD) of
5.79 pmol L-' and quantification limit (LOQ) of 19.32 pmol L= for rK39. For the
immunosensor constructed with C1, the LOD was 3.91fmolL-' and LOQ was
13.05 fmol L~ '. Additionally, tests with the proteins in biological fluids both positive and
negative groups for canine visceral leishmaniasis showed advantages over traditional
diagnostic methods, such as higher sensitivity, specificity, and shorter response time.
Therefore, the results obtained in this research aim to contribute to improvements in
the serological diagnosis of visceral leishmaniasis and the reduction of global statistics
associated with this parasitic disease.

Keywords: diseases tropical neglected, visceral leishmaniasis, impedimetric
immunosensor, recombinant protein K39, recombinant protein C1.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Doenca, vetor causador, patdégeno e via de transmisséo de algumas das
principais doencgas tropicais negligenciadas. ............oooiveiiiiiiiiiciiiii e 21
Figura 2 - Casos de leishmaniose visceral por regido de infec¢céo e ano................. 28
Figura 3 - (a) Casos e taxa de incidéncia de leishmaniose visceral por ano de
notificac&o e coeficiente de incidéncia (por 100.000 habitantes) e (b) Obitos e taxa de

1= T =T L= T PSP 29
Figura 4 - Métodos diagndsticos laboratoriais empregados para leishmaniose visceral.
................................................................................................................................... 30
Figura 5 - Tipos de exames realizados em 94 de 287 unidades de vigilancia de
zoonoses no brasil: ano referéncia de 2022. ... 32
Figura 6 - Representagdo esquematica dos processos associados na tecnologia de
DNA recombinante para sintese de proteinas. ... 33
Figura 7 - Figura-conceito de um dispositivo bioSSensor. ............cccccovecceeee e 36
Figura 8 - Anos e numeros de publicagbes em biossensores eletroquimicos e
biossensores eletroquimicos para servigos de saude. ........cooovvveeiiiiiiiieeeiccee e, 38

Figura 9 - Comportamento grafico de uma perturbagcédo aplicada, V =V (t), e sua
respectiva resposta, i = i(t). As quantidades V,, e i, representam a amplitude e ¢ o

ANGUIO d€ defaSAJEIM. ... e e e 40
Figura 10 - (A) Curva de Lissajous e (B) diagrama de Nyquist com vetor impedancia.
................................................................................................................................... 41
Figura 11 - Elementos, parametros e impedancia associadas para simulacéo de
dados e LS. . e ——— 42
Figura 12 - Representagcédo esquematica de um circuito de Randles simplificado....44
Figura 13 - Formagao da ligagédo ¢ e 1 no atomo de carbono. .........cccccoeeeevieeen. 46
Figura 14 - Nomes, formulas estruturais e valores de gap de alguns polimeros
(o7 Lo (1) (o] /=TS PP 47
Figura 15 - Diagrama esquematico para estrutura de bandas de uma quase-particula
do tipo polaron: elétron € bUraco. ...........eeiiiiiii e 49
Figura 16 - Diagrama esquematico da representacéo de uma quase-particula do tipo:
dois polarons € bIPOIaroNS. ... 49
Figura 17 - Mecanismo de eletropolimerizagcéo do pirrol. ...........oiiiiiiiiiiiiieieeee. 51

Figura 18 - Representagao esquematica do (A) eletrodo de malha de aco e etapas de
modificagao a partir da eletrodeposi¢cao do (B) pirrol para formacao do PPy:PSS e (C)
incorporagao de nanoparticulas metalicas de ouro para obtengao do filme PPy:PSS-
AuNPs. As nanoestruturas de ouro que compdem a figura na parte (C) ndo estédo em
escala e a disposicao tem o intuito de apenas uma melhor compreensao visual da
LSy 1 (o | = PP PPPPPTPPPPPPPRN 58
Figura 19 - Representacao esquematica da estratégia utilizada para construgao dos
imunossensores impedimétricos baseados na plataforma nanoestruturada
desenvolvida (PPy:PSS-AuNPs). As estruturas que compdem a figura ndo estdo em
escala e a disposicao tem o intuito de apenas uma melhor compreensao visual da
LSy 1 (o | = PP PPPPPTPPPPPPPRN 59
Figura 20 - Perfil eletroquimico para diferentes densidades de deposi¢cao de carga
para caracterizagdo da modificagao dos eletrodos de malha de aco com PPy:PSS. (A)
voltamogramas ciclicos e (B) diagramas de Nyquist. ..., 63
Figura 21 - Comportamento eletroquimico para eletrodo modificado com PPy:PSS e
PPy:PSS-AuNPs por (A) voltamogramas ciclicos e (B) digramas de Nyquist........... 68



Figura 22 - Micrografias eletronicas de varredura para: (A), (B), e (C) PPy:PSS; (D),
(E) e (F) PPy:PSS-AuNPs, com destaque em circulo para aglomerado de

nanoparticulas metalicas de ouro incorporadas na matriz polimérica. ...................... 72
Figura 23 - Micrografias eletronicas de transmisséo para PPy:PSS-AuNPs com
aumento de (A) 20.000 e (B) 30.000 VEZES. .........occiiiiiiiiiieee e 72
Figura 24 - Distribuicdo estimada do didmetro das AuNPs observadas. Linha de
ajuste: distribUICA0 NOIMAL. .........uiiiiiiii e 73
Figura 25 - Espectros de raios-x por energia dispersiva apresentando analise quimica
elementar para uma fragao da do eletrodo modificado com PPy:PSS-AuNPs. ........ 74

Figura 26 - (A) comportamento voltamétrico ciclico e (B) diagramas de Nyquist para
eletrodo modificado com filme de PPy:PSS-AuNPs e demais etapas de
funcionalizag&o para construgao do imunossensor utilizando a proteina recombinante
5565 1 O 76
Figura 27 - (A) Diagramas de Nyquist obtidos para o imunossensor baseado na
proteina recombinante K39 exposto a diferentes concentragdes de anticorpo
monoclonal mAb-K39 e (B) Curva analitica obtida a partir do AR como fungéo da
concentracdo de MAD-K3O. ... 77
Figura 28 - (A) Diagramas de Nyquist obtidos para imunossensor baseado na proteina
recombinante C1 exposto a diferentes concentracdes de anticorpo policlonal pAb-C1
e (B) Curva analitica obtida a partir do ARct como fun¢do da concentragéo de pAb-
O R 81
Figura 29 - Diagramas de Nyquist obtidos para imunossensor baseado em proteina
recombinante K39 exposto a diferentes fatores de diluicado em pools (A) negativo (n =
5) e (B) positivo (n = 5) para leishmaniose visceral canina. ..............ccccoeeveevieeeiinnnees 83
Figura 30 - Diagramas de Nyquist obtidos para imunossensor baseado em proteina
recombinante C1 exposto a diferentes fatores de diluicdo em pools (A) negativo (n =
5) e (B) (n = 5) positivo para leishmaniose visceral canina. ..............cccceevieviieeinnnnnes 83
Figura 31 - Representacéo do perfil de diferenciagdo dos imunossensores baseados
em (A) rK39 e (B) rC1 expostos aos pools de soros negativo e positivo para
leishmaniose visceral canina para cada fator de diluicdo considerado. .................... 84



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Numero absoluto de casos de leishmaniose visceral reportados. Data da
ultima atualizagao: 20/11/2024. ... e 25
Tabela 2 - Valores de parametros estimados a partir do ajuste de dados
espectroscopicos de impedancia eletroquimica para eletrodos modificados com

PPy:PSS a diferentes densidades de Carga. ... 66
Tabela 3 - Paradmetros eletroquimicos estimados para PPy:PSS e PPy:PSS-AuNPs.
................................................................................................................................... 70

Tabela 4 - Parametros eletroquimicos estimados a partir da modelagem dos espectros
de impedancia eletroquimica para cada etapa do imunossensor baseado na proteina
recombinante K30, ........ e ——— 76



ABCPred

AIDS

AuNPs

BCPred

COVID-19

CPE

DNA

DTNs
EDS

EIS

ELISA

EUA
HIV

HOMO

IFAT

lgG

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Método computacional utilizado para prever epitopos de células B em
uma sequéncia antigénica

(do inglés: Artificial Neural Network Based B-cell Epitope Prediction
Server)

Sindrome da imunodeficiéncia adquirida

(do inglés: Acquired Immune Deficiency Syndrome)
Nanoparticulas metalicas de ouro

(do inglés: Gold Nanopatrticles)

Método computacional utilizado para prever epitopos de células B
(do inglés: B-cell Epitope Prediction)

Doenca do coronavirus de 2019

(do inglés: Conoravirus Disease 2019)

Elemento de fase constante

(do inglés: Constant Phase Element)

Acido desoxirribonucleico

(do inglés: Deoxyribonucleic Acid)

Doencas tropicais negligenciadas

Espectroscopia de energia dispersiva de raios-X

(do inglés: Energy Dispersive X-ray Spectroscopy)
Espectroscopia de impedancia eletroquimica

(do inglés: Electrochemical Impedance Spectroscopy)
Teste soroldgico imunoenzimatico

(do inglés: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
Estados Unidos da América

Virus da imunodeficiéncia humana

(do inglés: Human Immunodeficiency Virus)

Orbital de mais alta energia ocupado

(do inglés: Highest Occupied Molecular Orbital)

Teste de imunofluorescéncia indireta

(do inglés: Immunofluorescent Antibody Test)
Imunoglobulina G

(do inglés: Immunoglobulin G)



INCA
IUPAC

LAMP

LC

LCD

LMC

LOD

LOQ

LUMO

LV

LVC

mAb-K39

MET

MEV

MOT

MS
NaPSS

NPs

OCP

ODS
OMS

Imunoglobulina M
(do inglés: Immunoglobulin M)
Instituto Nacional do Cancer

Uniao Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(do inglés: International Union of Pure and Applied Chemistry)

Amplificacao isotérmica mediada por loop

(do inglés: Loop-Mediated Isothermal Amplification)

Leishmaniose cuténea

Leishmaniose cutanea difusa
Leishmaniose mucocuténea

Limite de deteccao

(do inglés: Limit of Detection)

Limite de quantifica¢ao

(do inglés: Limit of Quantification)
Orbital de mais baixa energia ocupado

(do inglés: Lowest Unoccupied Molecular Orbital)

Leishmaniose visceral

Leishmaniose visceral canina

Anticorpo monoclonal anti proteina K39
(do inglés: Monoclonal Antibody of K39)
Microscopia eletronica de transmissao
Microscopia eletronica de varredura
Teoria do orbital molecular

(do inglés: Molecular Orbital Theory)
Ministério da Saude do Brasil
Poli(4-estirenosulfonato de sddio)

(do inglés: Sodium Polystyrene Sulfonate)
Nanoparticulas metalicas

(do inglés: Nanopatrticles)

Potencial de circuito aberto

(do inglés: Open Circuit Potential)
Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel
Organizag¢ao Mundial da Saude



ONU
pAb-C1

PBS

PCR

PCR-RFLP

PoCT
PPy
Py
Qui
Qxf

rC1

Rct
rDNA

RFLP

rk39

RNA

Rs
SAMs

Organizagao das Nac¢des Unidas

Anticorpo policlonal anti proteina C1

(do inglés: Polyclonal Antibody of C1T)

Tampao fosfato salino

(do inglés: Phosphate-Buffered Saline)

Reacdo em cadeia da polimerase

(do inglés: Polymerase Chain Reaction)

Reacdo em cadeira da polimerase-polimorfismo de comprimento de
fragmento de restri¢cao

(do inglés: Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Lenght
Polymorphism)

Teste no local de uso

(do inglés: Point-of-care Testing)

Polipirrol

(do inglés: Polypyrrole)

Pirrol

(do inglés: Pyrrole)

Capacitancia da dupla camada elétrica

Capacitancia de baixa frequéncia

Proteina recombinante C1

(do inglés: Recombinant Protein C1)

Resisténcia de transferéncia de carga

Acido desoxirribonucleico recombinante

(do inglés: Recombinant DNA)

Polimorfismo de comprimento de fragmentos de restrigao
(do inglés: Restriction Fragment Lenght Polymorphism)
Proteina recombinante K39

(do inglés: Recombinant Protein K39)

Acido ribonucleico

(do inglés: Ribonucleic Acid)

Resisténcia 6hmica

Monocamadas auto-organizadas

(do inglés: Self-assembled Monolayers)



VC Voltametria ciclica



SUMARIO

1 INTRODUGAOD........ooiitiieeieeeeieite st e sresaesbe s s s sas s e saessabesbesbeseensesenesnesressenees 17
2ESTADO DA ARTE ...ttt srn e s n e s s 21
2.1 DOENCAS TROPICAIS NEGLIGENCIADAS: DESAFIO PERSISTENTE PARA A
SAUDE GLOBAL ..ottt ettt ettt n s 21
2.1.1 Avancos no combate as DTNs e estratégias globais .........cccccceein. 22
2.1.1.1 O caminho a seguir: desafios e perspectivas .........cccccceeeeivieeiiiiiiiieieeeiiies 23
2.1.2 LeISNMEANIOSE ...ttt e e e e ee e e e e eaaaenees 24
2.1.2.1 Leishmaniose VISCEral...........uuuuiuuiiiiiii e 25
2.1.2.2 Epidemiologia e expanséo urbana no Brasil.............cccccoeeiiiiis 26
2.1.2.3 Metodos diagNOSTICOS .....ceiiiiiiiiiiiiiiiiii et 30
2.1.2.4 Uso de proteinas recombinantes ...........ooooieiiiiiiiiiiiiiiii e 33
3 BIOSSENSORES ...ttt s s s e e s nnnns 36
3.1 BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS .......ooovieieie et 37
3.1.1 Espectroscopia de impedancia eletroquimica .............ccooevveiiiiiiiiiiiiien e, 39
4 POLIMEROS CONDUTORES.........ccoiitiiiiieiteeeree e sssss s sssss e s ssessssssesressanas 46
4.1 ESTRUTURA MOLECULAR ORGANICA ......oooiieeeiie e 46
4.2 ESTRUTURA ELETRONICA DE POLIMEROS CONDUTORES .........ccccovcuen... 48
4.3 POLIPIRROL oottt ettt e e e e e e e e e eb e e e e e e ennrraa s 50
BOBUJETIVOS ... re s s s re s s s e e e e es s s e s e e s s nnnnn 54
5.1 OBJETIVO GERAL ...ttt e ae e e e e e e e e s s e e e e e e nnnnns 54
5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS......oo oottt 54
6 MATERIAIS E METODOS........ccoitiiieeie et sss e ss s e b s ssssssesrassnan 55
6.1 REAGENTES, SOLUCOES E MATERIAIS ......oooiieeeeeeee e 55
6.2 AMOSTRAS BIOLOGICAS ...ttt 56
6.2.1 Pares antigeno-antiCorPO........uuiiii it 56
AR To ] o 1S o= |1 o1 PSSR 56
6.3 EQUIPAMENTOS E CONDICOES EXPERIMENTAIS DE MEDIDAS ................ 57
6.4 ELETRODEPOSICAOQ ......oovieeecee ettt ete e eta e aveae e 58
6.4.1 Polipirrol € nanoparticulas metalicas de OUro ..........ccccoeeviiiiiii i, 58
6.5 BIOFUNCIONALIZACAO DAS PLATAFORMAS DESENVOLVIDAS PARA

CONSTRUCAQO DOS BIOSSENSORES .......coviiiieceeeecte ettt 59

7 APRESENTAGCAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS ........cccevvrverernnrnnerensenns 62



7.1 SINTESE E CARACTERIZAGAO DO PPY:PSS E PPY:PSS-AUNPS................. 62

7.1.1 Estudo de diferentes densidades de carga de deposigao para formagao de

7.1.3 Construcdo de um imunossensor impedimétrico utilizando a proteina
reCoOMbBbINANTE K3 ... e e e e e e e e e ee e e e eenannnees 74
7.1.4 Construcao de um imunossensor impedimétrico utilizando a proteina

=T oTe] a ] o] aF=T o] (=X 20 PSSR 79
7.1.5 Uso dos biossensores construidos com as proteinas recombinantes K39 e C1
para detecgao de anticorpos €m SOr0S CANINOS .......uiieiiiiiiiieee e e et eeeaaeaans 82
8 CONSIDERAGOES FINAIS ......ceoiieeeieirie sttt ssessesssse s saese s ssssnesnesnesans 86
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cccoouitiireie et sns s snsnans 88



17

1 INTRODUGAO

As leishmanioses sdo doengas tropicais largamente disseminadas, que ainda
séo consideradas negligenciadas e representam um problema sério de saude publica.
O agente etioldgico € um parasita protozoario do género Leishmania e a doenga se
manifesta em diferentes formas clinicas, sendo as apresentagcdées mais comuns a
forma cutanea, mucocutanea e a visceral, sendo a leishmaniose visceral (LV) a forma
mais grave, pois apresenta elevado indice de mortalidade e esta intimamente
relacionada a situagdo socioecondmica da regido. Dentre as doencas tropicais
negligenciadas, a LV se destaca com o segundo maior indice de mortalidade, sendo
endémica em varias localidades no mundo especialmente em regides tropicais e
subtropicais (JAIN et al.,, 2021; MITRA; MAWSON, 2017; PAUL; SINGH, 2023;
WAMAI et al., 2020).

O agente etioldégico mais comumente encontrado nas Américas é a espécie
Leishmania infantum, transmitida ao homem por insetos vetores, como o0s
flebotomineos. A transmissdao acontece quando o mosquito infetado introduz o
protozoario em um individuo no momento que se alimenta do seu sangue. Neste
contexto, os caes e outros canideos representam os principais hospedeiros para esse
parasita, por conseguinte, 0 numero de animais infectados constitui um problema de
disseminacdo da doenca para humanos (BELARD et al., 2021; CAVALCANTE et al.,
2020; PAUL; SINGH, 2023). Desse modo, o diagndstico da leishmaniose visceral
canina (LVC) é essencial, tanto no que diz respeito aos programas de vigilancia da
doenga quanto ao abate dos caes, que apesar de tragico ainda € uma medida de
controle no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2024a).

De acordo com o Ministério da Saude, o diagnostico da leishmaniose é
baseado em exames imunologicos e parasitologicos, os quais sdo considerados
métodos de referéncia: padrdo ouro (MINISTERIO DA SAUDE, 2024a). Entretanto, a
sensibilidade destes métodos sofre variagao, uma vez que a densidade de distribuicao
dos parasitas ndo é homogénea sobre o tecido celular avaliado no exame. Em rotinas
clinicas, o ensaio imunoenzimatico, a reacao de imunofluorescéncia indireta e o
ensaio imunocromatografico sao tradicionalmente empregados (IBARRA-MENESES;
MORENO; CARRILLO, 2020; KUMAR; PANDEY; SAMANT, 2020; MIHALCA et al.,
2019). Estes métodos sorologicos constituem importantes aliados no
imunodiagnostico da LV por se tratar de uma doenga que tem como principal
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caracteristica uma grande produgado de anticorpos especificos contra os antigenos
parasitas e pelo estimulo de células B policlonais nos hospedeiros. Os métodos
sorolégicos permitem o uso de diferentes formas antigénicas, como extratos brutos ou
soluveis que, apesar das vantagens associadas, possuem limitacbes importantes
como ocorréncia de reacio cruzada com outras parasitoses e baixa sensibilidade para
deteccdo em caes e individuos em casos assintomaticos da doenca (SIQUEIRA et al.,
2021).

Uma alternativa amplamente utilizada tem sido o uso de proteinas
recombinantes como estratégia para melhora na qualidade dos testes diagnosticos,
promovendo um aumento na sensibilidade e especificidade (JAMEIE et al., 2021).
Dentro desse contexto, a op¢éo antigénica mais utilizada nos diagndsticos de LV é a
proteina recombinante K39, se destacando dos outros antigenos por sua boa
capacidade de discriminar pacientes com LV de pacientes saudaveis (SIQUEIRA et
al., 2021). Entretanto, apesar do grande avanco nos ultimos anos, o diagnostico eficaz
da LV, com resultados excelentes em termos de especificidade e sensibilidade, ainda
configura uma atividade desafiadora (DE SOUZA et al., 2019; SOUTO, 2016)

A produgido de novos antigenos de L. infantum, como proteinas
recombinantes com elevados potenciais antigénicos, apresenta-se como uma area da
biologia molecular bem estabelecida, com especial destaque a tecnologia do DNA
recombinante para producdo destas estruturas e sua posterior avaliacdo em
imunodiagnadstico a fim de possibilitar uma avaliacdo mais assertiva, conduzindo a
uma abordagem terapéutica mais eficiente, até mesmo em casos assintomaticos da
doenca (PEREIRA et al., 2020; SOUTO, 2016).

Com relacao a terapia, no Brasil, as opcoes utilizadas no tratamento da LV
possuem toxicidades elevadas e podem apresentar sérios eventos adversos, a
depender da faixa etaria, comorbidades e perfil de toxicidade (MINISTERIO DA
SAUDE, 2024a). Dessa forma, a partir das estatisticas associadas & incidéncia e
mortalidade causadas pela doenga, é essencial um diagnostico eficaz de modo a
favorecer uma melhor estratégia de tratamento.

O desenvolvimento de novas ferramentas diagndsticas para identificagao da
LV de forma rapida e eficaz se faz mais que oportuna: urgente. Sob esse aspecto, os
biossensores de modo geral se apresentam como alternativa de grande interesse e,

nos ultimos anos, tém sido aplicados no diagnastico clinico de uma vasta lista de
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patologias, indo desde cancer' (AMETHIYA et al., 2022; LI et al., 2023; LOO; PUI,
2020; MUKHERJEE et al., 2024; SCOTT, 2010; SUN et al., 2025), sindrome
respiratoria causada pelo virus SARS-CoV-2 (HRYNIEWICZ et al., 2022; KHAN et al.,
2024; KUMAR et al., 2025; RONG et al., 2023; SOARES et al., 2022; ZENG et al.,
2022), até seu emprego em doencas tropicais negligenciadas? (DE LUNA et al., 2025;
LEE et al., 2020; LEY et al., 2022; LIMA et al., 2021; OGUNMOLASUY|; ADEWOYIN,
2024; SAPNA et al., 2024).

Pode-se destacar a potencial contribuicdo de técnicas com principio de
transducao eletroquimico para desenvolvimento de biossensores com sensibilidade e
especificidade superiores aos métodos comumente empregados no diagnostico da
LV, além da possibilidade da constru¢ao de dispositivos portateis e de baixo custo
para aplicagdes no ponto de atendimento ao paciente (CAMPUZANO et al., 2021; KIM,;
JEONG; KO, 2024). Dentre as técnicas eletroquimicas, a espectroscopia de
impedancia eletroquimica apresenta excelente capacidade de monitoramento de
processos superficiais e interfaciais, inclusive quanto aos processos relacionados a
caracterizacdo e deteccdo de reagoes biomoleculares (ROBINSON; JUSKA;
O’'RIORDAN, 2023; STUKOVNIK; FUCHS-GODEC; BREN, 2023; ULLAH et al.,
2022).

Com relacao a etapa de construgao de um biossensor, a funcionalizacao de
superficies metalicas ¢é fundamentalmente importante para ancoramento
(imobilizacado) do elemento de reconhecimento (ROBINSON; JUSKA; O'RIORDAN,
2023), destacando o uso de polimeros condutores para essa finalidade (FIGUEIREDO
et al., 2023; HAN et al., 2022; HRYNIEWICZ et al., 2022; MENG et al., 2024; TRAN et
al., 2021; WALTER et al., 2020); uso que pode se estender também a superficies néo
metalicas (VAIDYA; SAHOO; SHENDE, 2025). Atualmente, dentre os materiais
poliméricos empregados, o polipirrol vem recebendo ateng¢ao devido a facilidade de
sintese, estabilidade quimica e mecéanica, e condutividade elétrica. Ainda, o polipirrol

possui comportamento eletroativo em solugdo tampéo, justificando seu uso em

1 Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), o cancer € um conjunto de doengas cronico-
degenerativas que induzem, de modo desordenado, o crescimento de células incomuns, invadindo
tecidos e 6rgados cuja din2mica de proliferagdo apresenta comportamento agressivo e incontrolavel.

2 Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), as doencas tropicais negligenciadas
correspondem a um grupo de infecgdes de ordem bacteriana, parasitaria, viral e fungica que possuem
prevaléncia em paises tropicais e subtropicais em desenvolvimento.
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biossensores que nao dependem de sonda eletroquimica na etapa de deteccao
(VAIDYA; SAHOO; SHENDE, 2025).

De modo a corroborar com as propriedades eletrdnicas intrinsecas do
polipirrol, uma estratégia utilizada é a associagao de nanoparticulas metalicas para
promover uma melhora significativa no desempenho do material devido aos efeitos
sinérgicos entre o polimero e as nanoparticulas metalicas. Um dos materiais mais
utilizados sdo as nanoparticulas de ouro, as quais por possuirem elevada area
superficial possibilitam um aumento expressivo nas propriedades de transporte
eletrbnico, biocompatibilidade e, ainda, por permitirem a formacdo de uma nova
camada a partir da funcionalizagao de sua superficie, de forma a propiciar uma ligacéo
mais orientada do bioreceptor no processo de construcdo de um biossensor
(KARNWAL et al., 2024; SAHA et al., 2012; ZHANG et al., 2020).

No presente trabalho de doutorado, visando uma estratégia alternativa para o
diagnostico sorologico da leishmaniose visceral canina, biossensores foram
desenvolvidos a partir da biofuncionalizacdo de diferentes proteinas recombinantes
sobre eletrodos descartaveis funcionalizados com nanoestruturas de polipirrol
decoradas com nanoparticulas de ouro, explorando a técnica de espectroscopia de

impedancia eletroquimica como sistema de transducéo.
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2 ESTADO DA ARTE

2.1 DOENCAS TROPICAIS NEGLIGENCIADAS: DESAFIO PERSISTENTE PARA A
SAUDE GLOBAL

As doencas tropicais negligenciadas (DTNs) correspondem a um grupo de
infeccdes de ordem viral, bacteriana, fungica e parasitaria, Figura 1, que possuem
prevaléncia em paises tropicais e subtropicais em desenvolvimento. Devido a falta de
investimentos em politicas publicas de prevencéo e controle, acabam contribuindo
para uma maior desigualdade social por afetar de maneira mais efetiva populagbes
que vivem em um quadro de pobreza expressiva (MAGALHAES et al., 2023). Esse
conjunto de doencas possui relagdo direta com as condigdes precarias de
saneamento basico, acesso limitado a servigcos de saude — mesmo que publicos, e
principalmente, vulnerabilidade social; fatores estes que contribuem para sua

propagac&o e manuteng&o ao longo do tempo.

Figura 1 - Doenca, vetor causador, patdégeno e via de transmissédo de algumas das principais doengas
tropicais negligenciadas.

Doenca Vetor Patégeno Transmisséao
°
™~
Dengue ﬂ @ ‘n‘ IH\
Aedes aegypti Virus da dengue Vetor de transmissao
®
Tuberculose ~—al c_ ) f w

Bacilo de Koch Mycobacterium tuberculosis Vetor de transmissao

Chagas ‘ \ ~ ; ‘ ,i\ | ‘

Triatomineo Trypanosoma sp. Transmiss&o oral Vetor de transmissao

5 . = 3 C
Leishmaniose g SN

Flebotomineo Leishamania sp. Vetor de transmissao

Fonte: O autor (2025).
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Apesar de seu impacto significativo, tanto na morbidade quanto na
mortalidade em indices globais, as doencgas tropicais negligenciadas durante muito
tempo acabaram por nao receber devida atencdao como outras doencgas infecciosas, a
exemplo HIV/AIDS e, mais recentemente, a pandemia da COVID-19 (TOOR et al.,
2021).

Nesse sentido, uma vez reconhecida a gravidade, a Organizagao Mundial de
Saude (OMS) em 2016 apresentou um portifélio com 20 doengas que compde o grupo
das DTNs, em que compartilham caracteristicas como alta incidéncia em regides
tropicais, grande impacto social e econdmico e escassez de investimentos em
prevencao e controle. Entre essas doencgas estdo a dengue, tuberculose, chagas e
leishmaniose. Embora cada uma destas doengas possuam caracteristicas etioldgicas,
epidemiologicas e clinicas distintas, todas compartilham um ponto que as define: o
impacto sobre populagdes mais pobres, onde, coletivamente, acabam por afetar mais
de 1 bilhdo de pessoas no mundo todo, trazendo consequéncias devastadoras para
0s campos da saude, social e econémico destes grupos afetados (ENGELS; ZHOU,
2020; MALECELA; DUCKER, 2021).

2.1.1 Avancos no combate as DTNs e estratégias globais

Desde 2010, progressos significativos foram conquistados no enfrentamento as
DTNs, impulsionados por esforgos globais coordenados entre a OMS, governos,
instituicbes académicas e organizagdes néo governamentais. Dois anos depois, a
OMS publicou um plano de acado voltado a prevencdo, controle, eliminagao e
erradicagcdo dessas doencas, estabelecendo metas ambiciosas para a década
seguinte. Visando intensificar essas ag¢des, a OMS lang¢ou o plano de acéo para as
DTNs 2021-2030, que possui o objetivo de reforgar as estratégias anteriormente
implementadas e acaba por propor novas abordagens para ampliar o acesso ao
diagnostico e tratamento. Ainda, ha a definicdo de metas transversais, alinhadas com
o 13° Programa Geral de Trabalho da OMS (2019-2023) e com os Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS): colegao de 17 metas globais estabelecidas pela
Organizagao das Nacgoes Unidas (ONU); demonstrando a interdependéncia entre a
erradicacao das DTNs e o combate a pobreza e a desigualdade social (MALECELA;
DUCKER, 2021).
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Entre as principais metas estabelecidas para a proxima década, as de maior
destaque sdo (DEPARTAMENTO DE ASSUNTOS ECONOMICOS E SOCIAIS, 2025):

i. Reducédo da carga global das DTNs por meio da ampliagéo do acesso ao

diagnostico e tratamento eficaz;

ii. Cessar a transmissdao de, pelo menos, uma doenca em 100 paises
endémicos até 2030;

iii. Implementacdo de acgobes intersetoriais, visando integrar politicas de
saude, educagao, saneamento e desenvolvimento econdmico para um
enfrentamento mais eficaz;

iv. Aprimorar a vigilancia epidemioldgica, garantindo melhor monitoramento

e resposta a surtos e novas ameagas.

De modo geral, este plano de a¢des propde estratégias para alcangar essas
metas na proxima década (MALECELA; DUCKER, 2021). Ademais, novas parcerias
tém se mostrado fundamentais para promover o desenvolvimento de vacinas,
farmacos, terapias inovadoras e ferramentas de diagndstico mais acessiveis,

favorecendo significativamente o cenario das DTNs.

2.1.1.1 O caminho a seguir: desafios e perspectivas

Mesmo que avancos significativos tenham sido alcang¢ados, diversos desafios
ainda dificultam a erradicagdo das DTNs como: financiamento limitado, falta de
infraestrutura adequada nos paises com maiores indices e, mais preocupantemente,
a resisténcia de alguns patogenos as terapias convencionais, configurando obstaculos
que precisam ser superados. E, para que as metas estabelecidas pela OMS sejam
atingidas até 2030, € essencial que governos e instituicdes associadas ampliem os
investimentos em pesquisa e desenvolvimento, trabalhando para fortalecer politicas
publicas de controle e integrem estratégias garantindo que o enfrentamento as DTNS
seja uma prioridade.

Além disso, algumas doengas como leishmaniose visceral e a
esquistossomose, vém se expandindo, tornando-se um problema crescente em

cidades em que a urbanizacado desordenada e as condi¢des precarias de saneamento
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basico favorecem a proliferagao de vetores (BORGES et al., 2022; FURTADO et al.,
2022).

2.1.2 Leishmaniose

A leishmaniose é uma doenca tropical negligenciada distribuida por mais de
90 paises no mundo todo e que, principalmente, é relatada nas regides do sudeste da
Asia, leste do continente africano e no Brasil. Possui uma prevaléncia estimada de
cerca de 12 milhdes de casos no mundo (COSTA-DA-SILVA et al., 2022). E uma
doenga infecciosa causada por um parasita protozoario do género Leishmania, se
manifestando a partir de quatro formas: leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose
cuténea difusa (LCD), leishmaniose mucocutanea (LMC) e leishmaniose visceral (LV).

A leishmaniose cutanea é considerada a apresentacao mais comum das
leishmanioses, em que sua caracteristica clinica sdo lesdes ulceradas nao-letais na
pele e é primariamente causada pela L. major, L. tropica e L. aethiopica nos
continentes africano, asiatico e sul da Europa. Ja na América Latina, as responsaveis
sédo L. mexicana, L. amazonensis, L. braziliensis, L. panamensis e L. guyanensis. A
leishmaniose cutanea difusa € uma forma atipica da cuténea, em que as lesdes se
apresentam com parasitas e multiplos ndédulos, com infiltracdo da pele e sem
ulceracdo, ao contrario da LC. Nas Américas as espécies causadoras sado a L.
mexicana e L. amazonensis e; na Africa e Asia a espécie L. aethiopica. A
apresentagao mucocutanea € a progressao da cutanea para regides de mucosa e que
causam desfiguracao e as espécies associadas sao a L. braziliensis e, eventualmente,
por L. panamensis ou L. guyanensis (COSTA-DA-SILVA et al., 2022; FURTADO et al.,
2022).

A leishmaniose visceral é a forma clinica mais severa e grave das
leishmanioses por ser uma infe¢ao sistémica e potencialmente fatal. Causada pela
espécie L. infantum nas Américas e L. dovani nos continentes africano e asiatico,
acabando por contribuir com cerca de 90% dos obitos relatados (COSTA-DA-SILVA
et al., 2022; DUARTE et al., 2025; VIEIRA, 2023).
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2.1.2.1 Leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral atinge mais de 80 paises em todo o mundo e, segundo
dados da OMS, os casos mundiais mais expressivos reportados para LV nos ultimos
5 anos sao apresentados na Tabela 1. Dos 84 paises listados pela OMS, o Brasil
ocupa o 3° lugar geral em casos de incidéncia majoritaria reportados, com contribuicao
global de 14,91% com base na ultima estatistica apresentada para o ano de 2023
considerando os casos mais expressivos da doencga. Outro fator importante a se
destacar sdo os paises do continente africano, que correspondem a 85,08% dos casos
reportados. Essa estatistica de casos reportados, apesar de ser consideravelmente
alta, acaba por nao refletir a totalidade da situacdo, uma vez ndo que nao leva em

consideragao os indices de casos subnotificados.

Tabela 1 — NUumero absoluto de casos de leishmaniose visceral reportados. Data da Ultima atualizagdo:
20/11/2024.

Pais | 2019 | 2020 | 2021 | 2022 | 2023
Sudao 2.851 2.563 3.323 4.233 3.571
Etiopia 1.360 1.077 794 919 1.482
Brasil 2.526 1.954 1.492 1.684 1.461
Quénia 1.621 1.178 1.746 1.573 1.252
Sudao 1.013 827 792 1.074 778
Somalia 294 471 831 793 712
india 2.882 2.040 1.187 777 538

Fonte: (ORGANIZAGCAO MUNDIAL DE SAUDE, 2024).

Apesar de as estatisticas globais apresentarem casos majoritarios para
paises do continente africano, além do Brasil, nos ultimos anos um numero crescente
de casos nos Estados Unidos foi evidenciado. O aumento, embora bem menos
pronunciado quando comparado a outras partes do mundo, sinaliza uma mudanca
significativa no padrao epidemiologico. Historicamente, os casos de leishmaniose
visceral nos EUA foram classificados como esporadicos, uma vez que o diagnostico
ocorria em pessoas que haviam viajado ou aquelas que retornavam de missdes
militares de regides endémicas. No entanto, nas ultimas décadas foram observados
casos autdctones e, embora o numero de infecgdes seja relativamente baixo, os mais
representativos correspondem aos da regido do sul do pais e em areas ao longo da
fronteira entre os EUA com o México (CURTIN; ARONSON, 2021). A alteracédo nos
padroes climaticos em virtude do aquecimento global acabou por favorecer a

expansao de areas que sao benéficas para a proliferagao de potenciais vetores, como
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os flebotomineos. Nisso, regides que anteriormente ndo eram consideradas
endémicas passam a ser ambientes propicios, ampliando o risco de transmissao.
Ainda, em virtude da migracao internacional, a disseminagao da leishmaniose visceral
se estende a animais domésticos, como caes, que podem carregar O parasita,
contribuindo para a propagac¢ao da doenca especialmente em areas urbanas cuja
densidade populacional é relativamente expressiva (CURTIN; ARONSON, 2021;
DANTAS-TORRES, 2024).

Outros fatores relevantes para o aumento dos casos dizem respeito ao
desmatamento e urbanizacdo e, como agravante, a leishmaniose visceral ¢ uma
doencga rara nos EUA e isso implica em um subdiagnostico (CURTIN; ARONSON,
2021). Na Europa, os casos tém aumentado expressivamente nos ultimos anos,
especialmente em paises da regido sul, como Grécia, Portugal, Espanha e ltalia e em
regides que nao eram consideradas endémicas devido as mudancgas climaticas, de
comportamento e aumento da mobilidade urbana (MAIA et al., 2023; OZBILGIN et al.,
2023). Portanto, fatores como mudancgas climaticas, mobilidade urbana e animal,
desmatamento e urbanizagdo bem como deficiéncia no diagnostico e conhecimento
local s&o fortes contribuintes para o crescimento dos casos (CURTIN; ARONSON,
2021; DANTAS-TORRES, 2024; MAIA et al., 2023).

2.1.2.2 Epidemiologia e expansdo urbana no Brasil

Os aspectos epidemiologicos da leishmaniose sao complexos porque
dependem de diversos fatores: bioldgicos, ambientais e sociais, que acabam por
influenciar na distribuicdo geografica, na diversidade de espécies e de vetores, na
presenca de reservatorios animais e na dinamica de transmissao (VIEIRA, 2023).

A partir da década de 70, observou-se uma mudanga no perfil epidemiologico
da leishmaniose visceral no Brasil, onde passou de uma doenca considerada
tipicamente rural para um processo de urbanizacdo em andamento. As primeiras
epidemias urbanas foram registradas na cidade do Rio de Janeiro em 1970, nos
bairros da zona oeste, sem historico anterior de LV, e em Teresina, entre 1980 e 1986,
quando a doenga, inicialmente era limitada as areas rurais, acabando por se expandir
para areas periféricas da cidade (CARVALHO et al., 2022; GUTIERREZ et al., 2024;
MARZOCHI et al., 2023).
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Desde entdo, a doenca vem se expandindo para os centros urbanos das
regides Norte, Sul, Sudeste e Centro-Oeste do pais. Essa urbanizacdo da
leishmaniose visceral e sua disperséo geografica para areas anteriormente livres da
doenga impdem varios desafios relacionados ao deslocamento do vetor e dos caes
infectados, reforcando a necessidade de medidas de controle com um amplo alcance
geografico, que devem ser continuas ao longo do tempo (MARZOCHI et al., 2023).

As medidas de vigilancia e controle da leishmaniose visceral humana e canina
no Brasil sdo essenciais e incluem diagnodstico precoce e tratamento, além da busca
ativa de casos. Entretanto, apesar dos grandes esforgos envolvidos e das metas da
OMS e com os ODS da ONU, o controle da LV encontra dificuldades devido a fatores
complexos envolvendo a dinamica de transmisséo da doenca, além das dificuldades
na implementacéo e manutencéo deste controle por longos periodos (MARZOCHI et
al., 2023).

Segundo dados disponibilizados em plataforma integrada pelo Ministério da
Saude (MS), com data de ultima atualizacédo em 20 de agosto de 2024, ha uma certa
divergéncia com os dados apresentados pela OMS, com ultima data de atualizacao
em 20 de novembro de 2024, apresentado um valor acima do reportado, de 1.720
casos para o ano de 2023 e 577 casos para o ano de 2024 (MINISTERIO DA SAUDE,
2024c), em que a subnotificacdo corrobora para essa divergéncia de casos
reportados. Ainda, dados do MS dos ultimos anos revelam a urbanizagdo da
leishmaniose visceral, Figura 2, onde também é possivel verificar os casos e
coeficiente de incidéncia no pais, Figura 3 (A). O coeficiente de incidéncia aqui é
definido como numero de casos devidamente constatados por cada 100.000
habitantes. Outros parametros a serem considerados sao obitos e taxa de letalidade,
que, apesar de todos os esforgos empregados pelos 6rgaos de saude, caminham para
um cenario favoravel de acordo com o plano de acio para as DTNs entre 2021-2030,
Figura 3 (B).

De acordo com o apresentado na Figura 2, a regiao Nordeste do pais possui
0 maior numero de caos ao longo dos anos considerados na evolugéo temporal, de
2007 a 2024, com uma tendéncia de aumento até cerca de 2014. Apos esse periodo,
a regido mostrou uma queda constante nos casos registrados, se intensificando a

partir de 2018 e com uma reducao mais acentuada nos ultimos anos.
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De maneira similar, a regido Norte sofreu com aumento de casos até 2014,
apresentando uma queda gradual nos anos seguintes. Essa tendéncia se mantem
estavel a partir de 2021 com casos constantes. A regido Sudeste, apresenta um
padrao de crescimento nos primeiros anos considerados, porém moderado. A partir
de 2014 ha uma significativa diminuicdo nos casos reportados e essa queda se
mantém até os dados disponiveis de 2024. Ja a regido Centro-Oeste, apresenta um
aumento de casos até meados de 2013, seguido de uma diminui¢do mais pronunciada
a partir do ano seguinte, 2014. A regido mantém a tendéncia de reducgao similar as
outras regides mantendo os casos constantes a partir de 2021. Por fim, para a regiao
sul do pais, é possivel verificar que 0s numeros de casos sdo expressivamente mais
baixos quando comparados as outras regides, além de nao apresentar picos de

incidéncia significativos.

Figura 2 - Casos de leishmaniose visceral por regido de infecgdo e ano.

Total de casos

Fonte: (MINISTERIO DA SAUDE, 2024c).

Na Figura 3 (A) é possivel observar que, entre 2007 e 2017, ha uma variagao
no numero de casos de cerca 3.000 para mais de 4.000, com uma tendéncia de queda
a partir de 2017. O pico no ano de 2017 reflete o pior cenario que o territério brasileiro
experienciou. Ainda, como apresentado, ha uma redugéo progressiva no numero de
casos registrados, a partir dos dados para os anos de 2023 e 2024, indicando uma
diminuicdo consideravel e um cenario mais favoravel no contexto das DTNs.
Adicionalmente, o coeficiente de incidéncia segue a tendéncia inversa do numero de
casos, porém, de maneira similar atinge um pico no ano de 2017, indicando um

aumento significativo. A partir de 2018, ha uma queda acentuada, reflexo da
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diminuicao do numero de novos casos e, possivelmente, efeito positivo das politicas
publicas de controle e prevengao.

Em relacdo ao total de 6bitos e taxa de letalidade, Figura 3 (B), o aumento
nesses dois parametros com pico em 2017 pode ser resultado de uma combinagao
de fatores, como aumento da incidéncia de casos graves de LV, dificuldades de
acesso ao sistema de saude e opgdes terapéuticas ou até mesmo surto. Apos esse
ano, a queda no numero de Obitos e taxa de letalidade podem ser indicativos de
intervengdes implementadas a partir desse periodo, além do controle de reservatorios,
como caes infectados. A taxa de letalidade apresenta uma flutuagao a partir de 2020,
sugerindo que ainda existam questdes de ajuste nas politicas publicas implementadas
para controle dessa doenga, entretanto, essa variagao também pode ser influenciada
pelo cenario da pandemia da COVID-19 (CARVALHO et al., 2020; PAUL; SINGH,
2023).

Figura 3 - (a) Casos e taxa de incidéncia de leishmaniose visceral por ano de notificacdo e coeficiente
de incidéncia (por 100.000 habitantes) e (b) Obitos e taxa de letalidade.
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2.1.2.3 Métodos diagnosticos

Os métodos diagnosticos disponiveis para detecgdo e quantificacdo da
leishmaniose visceral incluem ensaios parasitologicos, imunolégicos e moleculares.
Na Figura 4 é apresentado um esquema dos principais métodos diagndsticos para LV
em rotinas laboratoriais. Os ensaios microscépicos se baseiam na visualizacdo direta
de amastigotas (forma intracelular do parasita) em amostras de tecidos coradas com
Giemsa ou hematoxilina-eosina. Essa estratégia € um método rapido e acessivel,
porém sua sensibilidade é limitada, especialmente em casos em que a carga
parasitaria é baixa. No isolamento in vitro e in vivo, a promastigota (forma extracelular
do parasita) pode ser cultivada em meio bifasico com base de agar-sangue, podendo
também ser isolada em modelos animais, como camundongos e hamsters. Esse
método é util para confirmar a presencga do parasita, mas pode ser demorado e requer
um laboratério com infraestrutura adequada (LEVEQUE et al., 2020; REIMAO et al.,
2020).

Figura 4 - Metodos diagndsticos laboratoriais empregados para leishmaniose visceral.
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Fonte: O autor (2025).

O diagnostico suportado na deteccdo de anticorpos € baseado nas técnicas
mais comuns como o ensaio imunoenzimatico (ELISA, do inglés Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) utilizado na detecgdo de anticorpos contra proteinas
recombinantes, como a K39. E, ainda os imunocromatograficos que s&o baseados em
antigenos recombinantes. Apesar de util, a sorologia pode apresentar eventos de
reacgdes cruzadas com outras doencas. Ainda, o diagnéstico molecular que se baseia
na amplificagdo do DNA do parasita, cujas técnicas mais empregadas sao o PCR-
RFLP (do inglés Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Lenght
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Polymorphism), PCR em tempo real (qPCR), LAMP (do inglés Loop-mediated
Isothermal Amplification), oferecendo alta sensibilidade e especificidade, porém
requer equipamentos sofisticados e um alto custo (REIMAO et al., 2020).

Conforme mencionado anteriormente, o diagnéstico adotado pelo MS é
baseado em exames imunologicos e parasitoldgicos, porém sao metodologias
diagnoésticas caras e necessitam de mao-de-obra centrada em grandes regides e
especializada. Segundo ultimo boletim epidemioldégico do MS que versa sobre
estrutura e atividades das unidades de vigilancia e zoonoses no Brasil (MINISTERIO
DA SAUDE, 2024b), nos ultimos anos a adocdo de testes rapidos como estratégia
diagnoéstica em solugao a descentralizagdo dos métodos tradicionais vem ganhando
destaque.

Na Figura 5 € possivel observar o predominio no uso dos testes rapidos, com
um numero significativamente maior de exames realizados em comparagdo aos
demais métodos considerados. Esse cenario pode estar associado a facilidade de
aplicacao, rapidez no resultado e menor necessidade de infraestrutura laboratorial.
Embora sejam convenientes, sua sensibilidade e especificidade podem variar a
depender do tipo de antigeno ou anticorpo detectado. Seguindo, o exame
direto/citologico/microscopico € o segundo mais utilizado, o que reflete sua
importancia como método diagndstico e, embora possa ter alta especificidade, sua
sensibilidade pode ser limitada, especialmente em casos de baixa carga parasitaria.
Adicionalmente, a microscopia requer treinamento especializado e pode ser bem mais
demorada quando comparada aos testes rapidos. O uso moderado de métodos
sorolégicos baseado no ELISA fica evidenciado e, apesar da importancia na deteccao
de anticorpos, pode apresentar limitacao em relagao a diferencia¢ao de infecgao ativa,
deteccao de anticorpos do tipo IgM, e exposi¢ao passada ao parasita, detec¢do de
anticorpos do tipo IgG.

A baixa utilizacdo dos meétodos de imunofluorescéncia direta, prova
bioldgical/inoculacédo e Kato-Katz e Hoffman pode estar associado ao uso de
equipamentos especificos, infecgdo experimental de animais de laboratorio e
confusdo no diagndstico de parasitoses intestinais, podendo indicar que parte do
exame se refere a coinfecgdes, respectivamente. Os outros métodos diagnosticos, a

saber, correspondem a imunofluorescéncia indireta, parasitoldégico, hemograma e
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bioguimico, exame larval, identificagdo microscopica vetorial, qualidade da agua e

testes moleculares.

Figura 5 - Tipos de exames realizados em 94 de 287 unidades de vigildncia de zoonoses no brasil: ano
referéncia de 2022.
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Fonte: (MINISTERIO DA SAUDE, 2024b).

Portanto, € interessante verificar que os testes rapidos vém sendo
amplamente utilizados devido a sua praticidade, entretanto, métodos diagndsticos
mais especificos como microscopia e o ELISA desempenham um papel importante
nesse contexto. Os métodos moleculares, como PCRs e imunofluorescéncias, sao
menos utilizados o que sugere que as limitagées de custo e infraestrutura contribuem
para essa estatistica. Ainda, um ponto de atencado dentro do contexto de métodos
diagnosticos € que um dos principais fatores limitantes destes ensaios se refere a
forma antigénica utilizada, uma vez que muitos utilizam antigenos brutos ou seus
extratos soluveis para imunodiagnosticos.

A utilizagao de peptideos sintéticos e proteinas recombinantes em vez do uso
de antigenos brutos promove uma melhora na especificidade dos testes diagndsticos,
diminuindo de modo significativo eventos de rea¢des cruzadas com outras doengas
(BARMAN et al., 2023; NOYA et al., 2024; PANDEY; MALVIYA; DVORAKOVA, 2021).
Entretanto, apesar dos avangos obtidos nos ultimos anos, o diagndstico da
leishmaniose visceral continua sendo um desafio. Apesar disso, estes desafios
associados incluem a deteccdo do agente etiologico e a identificacdo precisa da
espécie responsavel pela forma clinica da doenga. Nesse sentido, o diagnostico
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diferencial é essencial, pois outras doencgas podem apresentar aspectos clinicos
semelhantes, como a doenga de Chagas, esquistossomose, malaria, entre outras. Em
regides endémicas, os testes diagndsticos disponiveis podem ser limitados e
depender mais dos recursos e infraestrutura disponiveis do que da propria precisao
do método empregado (REIMAO et al., 2020).

2.1.2.4 Uso de proteinas recombinantes

Proteinas recombinantes sao estruturas produzidas a partir da expressao em
meio de bactérias ou outros organismos utilizando a tecnologia do DNA recombinante
(rDNA). A partir desta tecnologia a alteracdo deliberada no material genético de
qualquer organismo € conduzida pela modificacdo direta do acido nucleico,
envolvendo praticas para analise ou unido de fragmentos de DNA de um ou mais
organismos, incluindo a introdu¢do da molécula de rDNA em uma célula para
replicacédo ou incorporagdo ao genoma da célula-alvo (BARMAN et al., 2023). O
sistema de expressao mais comumente utilizado € em Escherichia coli (ZHANG et al.,
2022). Na Figura 6 é mostrado uma representagdo esquematica das etapas
envolvidas na tecnologia do DNA recombinante para produ¢ao de proteinas.

Figura 6 - Representacdo esquematica dos processos associados na tecnologia de DNA recombinante

para sintese de proteinas.
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Fonte: O autor (2025).

O processo, como apresentado na Figura 6, consiste no isolamento do
material genético e o consequente uso de enzimas de restrigdo para obteng¢ao do gene

gue codifica a proteina de interesse e utilizacdo da mesma enzima de restricao para
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clivar o plasmideo. Assim, a ligacéo do gene de interesse ao plasmideo ¢ realizada a
partir da enzima DNA ligase, produzindo o DNA recombinante. Por fim, ha a introdu¢ao
deste rDNA na bactéria, E. coli, por exemplo, como meio de cultura apropriado para
que ocorra o processo de divisdo celular (BARMAN et al., 2023; GUPTA et al., 2016).
E, apos muitas geragdes de bactérias, as proteinas recombinantes sdo purificadas.

Nos ultimos anos, expressivas contribuicdes em relagdo a producao de
proteinas recombinantes com o uso da tecnologia de rDNA foram alcangadas e isso
tornou possivel o emprego destas proteinas no imunodiagnostico da leishmaniose
visceral (FUJIMORI et al., 2023; SIQUEIRA, 2023). O uso de proteinas recombinantes
em imunoensaios para fins diagnosticos possuem inumeras vantagens em relagéo ao
uso de antigenos brutos e/ou soluveis, possibilitando uma melhor precisdo e
confiabilidade do ensaio. Em primeiro lugar, proteinas recombinantes podem ser
produzidas com um elevado grau de pureza e uniformidades estruturais, o que permite
assegurar resultados consistentes. Adicionalmente, a producédo destas proteinas
permite um controle de qualidade mais rigoroso em relagao ao processo de obteng¢ao
destas estruturas, permitindo garantir uma melhor qualidade e consisténcia da
estrutura antigénica utilizada em imunoensaios. Em terceiro lugar, a possibilidade de
modificagdes estruturais nas proteinas recombinantes permite otimizar sua eficacia a
partir da introdu¢cdo de sequéncia génicas especificas que promovem uma alta
sensibilidade e especificidade para avaliacéo da interacéo antigeno-anticorpo. Ainda,
por se tratar de estruturas que podem ser obtidas por métodos de biologia molecular,
a expressao destas proteinas é uma alternativa estratégica uma vez que nao fica
limitada a sazonalidade e escassez como € a caso das proteinas obtidas a partir de
fontes naturais. O quinto motivo se refere a minimizacédo de contaminacao cruzada
uma vez que sistemas de expressao controlados minimizam o risco de contaminacao
por possiveis patdgenos que sdo comumente encontrados em fontes naturais,
possibilitando um melhoramento da especificidade dos imunoensaios. E, por fim, a
producdo em larga escala de proteinas recombinantes € mais econdmica quando
comparada ao processo de purificacdo em grande quantidade dos antigenos brutos a
partir de fontes naturais (ANNY et al., 2024; GUPTA et al.,, 2016; LESTARI,
NOVIENTRI, 2021; O'FLAHERTY et al., 2020; ZHANG et al., 2022).

Nesse sentido, o uso e desenvolvimento de novas estratégias de

imunoensaios baseadas em proteinas recombinantes € uma alternativa amplamente
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utilizada para diagndsticos ndo apenas da LV, mas como uma série de outras
doencas. Ademais, ainda neste cenario, 0s biossensores se apresentam como novas
possibilidades diagnosticas e emergem como uma tecnologia promissora, oferecendo
solucdes rapidas, precisas e acessiveis para corroborar com a melhoria na detecgcao
(BORGES et al., 2020; PRADANAS-GONZALEZ et al., 2024) e diagndstico diferencial
da leishmaniose visceral (JAIN et al., 2021). Outro fator relevante é a viabilidade do
uso de biossensores em regides endémicas, onde o0s recursos laboratoriais sao
frequentemente limitados. Diferentemente dos métodos diagndsticos tradicionais que
exigem equipamentos e mao-de-obra especializada, essa nova possibilidade
diagnodstica pode ser projetada para ser um dispositivo portatil e de facil manuseio,
possibilitando a sua aplicacdo em ambientes com infraestrutura reduzida. Além disso,
por apresentarem tempo de resposta curto e baixo custo operacional, eles podem
entdo ser implementados em programas de vigilancia epidemiologica e no
atendimento primario a saude, favorecendo um diagnostico precoce (YUNUS et al.,
2023).

Portanto, de modo a corroborar para a melhorias das estatisticas globais
associadas as DTNs e, tendo em vista o potencial emprego dos biossensores, faz-se
oportuno o desenvolvimento de novos métodos de diagndstico para leishmaniose
visceral (CORDEIRO et al.,, 2020; LARIOS et al.,, 2021; MARTINS et al., 2024;
OLIVEIRA; ZARBIN; SOUTO, 2024; VOLPE et al., 2024).
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3 BIOSSENSORES

Segundo o compéndio de terminologia quimica proposto pela Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, do inglés International Union of
Pure and Applied Chemistry), biossensor € um dispositivo eletrdnico que usa reagdes
bioguimicas especificas mediadas por enzimas, imunossistemas, tecidos, organelas
ou células inteiras e que sdo capazes de converter a respostas destas interacoes
biomoleculares a sinais mensuraveis (IUPAC, 2025).

Estruturalmente, um biossensor, Figura 7, € composto por duas partes
fundamentais: a camada de biorreconhecimento e, por conseguinte, o elemento
transdutor. A camada de biorreconhecimento corresponde a uma estrutura de origem
biologica, também conhecida como biorreceptor, que contém um elemento que
interage de maneira especifica com o analito desejado, podendo ser anticorpos,
antigenos, enzimas ou, até mesmo, material genético. No que diz respeito ao
processo de transducdo, o elemento transdutor € o responsavel por transformar a
informagao da interagdo quimica especifica entre a camada de biorreconhecimento e
o analito em um sinal analitico util, em que este sinal mensuravel é obtido a partir de
algum principio fisico-quimico (HULANICKI; GLAB; INGMAN, 1991; THEVENOT et al.,
2001). Pode-se citar as técnicas eletroquimicas, colorimétricas ou piezoelétricas que

sdo amplamente utilizadas como métodos de transdugao.

Figura 7 - Figura-conceito de um dispositivo biossensor.
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Fonte: O autor (2025).

A depender do tipo de elemento bioreceptor localizado na camada de

biorreconhecimento, os biossensores podem ser classificados em: imunossensores,
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genossensores, enzimaticos ou imunoenzimatico; para receptores baseados em
anticorpos e/ou antigenos, DNA/RNA, enzimas e anticorpos marcados com enzimas,
respectivamente. Ainda, outra classificacdo dos biossensores diz respeito ao método
de transducdo utilizado em sua constru¢cdo: se baseados em alteracido de cor,
variagdo de corrente e/ou impedancia ou se baseados em alteragdo de massa;
correspondente aos tipos colorimétrico, voltamétrico, impedimétrico e piezoelétrico,

respectivamente.

3.1 BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS

Biossensores eletroquimicos séo dispositivos eletroanaliticos, que combinam
elementos bioldgicos de reconhecimento com transdutores eletroquimicos para
deteccao especifica de analitos com alta sensibilidade e especificidade. Eles
desempenham um papel importante no avango de possibilidade de diagnostico
alternativo, indo desde aplicacdes médicas, biomédicas, a monitoramento ambiental,
seguranga alimentar e detec¢cdo de biomoléculas em diversas areas cientificas e
industriais (AKHLAGHI et al., 2024; STRADIOTTO; YAMANAKA; ZANONI, 2003;
ZHANG et al., 2023). A crescente demanda por métodos rapidos, sensiveis e de baixo
custo acabam por impulsionar a pesquisa e o desenvolvimento deste campo de
pesquisa, além disso, a possibilidade de portabilidade, miniaturizacao e facilidade de
uso os tornam potenciais candidatos para aplica¢des diagnosticas em campo e testes
rapidos no ponto de atendimento (PoCT, do inglés Point-of-Care Testing) (AKHLAGHI
et al., 2024; KIM; JEONG; 2024; ZHANG; ZHOU, 2022).

Em 2023, Yunus e colaboradores (YUNUS et al., 2023), publicaram uma
analise bibliométrica sobre publicagdes cientificas envolvendo biossensores
eletroquimicos e, em paralelo, sobre biossensores eletroquimicos para servigos de
saude. Na Figura 8 é apresentada a evolugdo temporal do numero de trabalhos
publicados. Desde a década de 80, do século passado, até meados da década de
2000, é possivel observar um crescimento lento e gradual no numero de publicagdes
envolvendo biossensores eletroquimicos. A partir de 2005, esse numero comecga a
aumentar significativamente, atingindo um pico em torno dos anos de 2019 a 2021,
indicando um grande avango na area. Esse aumento expressivo pode estar

relacionado ao desenvolvimento de novos materiais nanoestruturados biossensiveis
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e melhoramento das técnicas de detecgao, possibilitando um diagnostico mais preciso
destes dispositivos eletroquimicos.

Paralelamente, o numero de publicagdes sobre biossensores eletroquimicos
em servicos de saude acabou por acompanhar a tendéncia geral. Apesar disso, é
possivel verificar que ha uma notavel diferenca entre o numero total de publicacdes e
aquelas focadas nestes dispositivos em servicos de saude. O aumento no uso dos
biossensores na area da saude esta relacionado a necessidade de diagnosticos mais
rapidos, acessiveis e de baixo custo, especialmente em regides com infraestrutura
limitada. A partir de 2021, observa-se uma leve queda no numero de publicagdes e
essa reducao pode estar relacionada ao redirecionamento de pesquisas devido aos
impactos causados pela pandemia da COVID-19. Adicionalmente, desafios
regulatorios e de implementagéo clinica podem ter contribuido para a diminui¢ao
observada da aplicacéo desses dispositivos em servigos de saude (KIM et al., 2023).

Figura 8 - Anos e numeros de publicacdes em biossensores eletroquimicos e biossensores
eletroquimicos para servicos de saude.
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Apesar deste estudo refletir o cenario daguele momento, sabe-se que grandes
esforgos tém sido empregados desde entdo em pesquisa basica e aplicada indo da
sintese e caracterizacdo de novos nanomateriais com potenciais aplicacoes nestes

dispositivos, bem como redefinicdes de estratégias de ensaios, desenvolvimento de
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novas plataformas e até mesmo integracdo com inteligéncia artificial e machine
learning para melhorar a acuracia e a confiabilidade dos biossensores desenvolvidos
e ajudar na tomada de decisdo (BHAIYYA et al.,, 2024; OUYANG et al., 2024;
WASILEWSKI; KAMYSZ; GEBICKI, 2024).

Nesse sentido, as propriedades eletroquimicas associadas, como
condutividade, corrente e impedancia, podem ser utilizadas para monitorar de modo
preciso interacdoes entre biomoléculas de interesse (MAGAR; HASSAN;
MULCHANDANI, 2021). E, entre das técnicas eletroquimicas, a espectroscopia de
impedancia eletroquimica € uma das mais utilizadas porque possibilita detectar
pequenas variagdes no sistema investigado, tanto no que diz respeito a espécies
condutoras quanto isolantes, e, ainda, permite a condu¢ao de medida em estado de
equilibrio. Adicionalmente, uma caracteristica importante € que a espectroscopia de
impedancia eletroquimica é menos destrutiva quando comparada a outras técnicas
eletroquimicas (BOGOMOLOVA et al., 2009; PRODROMIDIS, 2010).

3.1.1 Espectroscopia de impedancia eletroquimica

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS, do inglés
Electrochemical Impedance Spectroscopy), € uma técnica eletroquimica amplamente
utilizada para investigacdo em uma série de sistemas, desde aqueles que envolvem
processos de armazenamento de energia e corrosao, até os sensores e biossensores
(BOGOMOLOVA et al., 2009; MAGAR; HASSAN; MULCHANDANI, 2021; PANCHAL
et al., 2025, PRODROMIDIS, 2010), possibilitando explorar processos de
transferéncia de massa, transferéncia eletrénica, processos cinéticos e difusionais
(CARVALHO; ANDRADE; BUENO, 2006). Nesse sentido, a EIS mostra-se uma
ferramenta poderosa para estudar propriedades eletrbnicas intrinsecas dos materiais
e, ainda, processos especificos que podem influenciar o comportamento eletroquimico
do sistema investigado.

Sob ponto de vista mais fundamental, a impedancia representa uma oposi¢cao
ao fluxo de corrente em um circuito elétrico composto por elementos resistores,
capacitores e indutores. Assim, se assumirmos uma perturbacado suficientemente

pequena, V(t):

V(t) = V, sin(wt) (1)
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a uma determinada frequéncia angular, w, como resultado surge uma corrente

elétrica, i(t), na mesma frequéncia, porém com uma diferenca de fase ¢, Figura 9:
i(t) = iy sin(wt + @) (2)

Figura 9 - Comportamento grafico de uma perturbagéo aplicada, V = V(t), e sua respectiva resposta,
i =i(t). As quantidades V, e i, representam a amplitude e ¢ o angulo de defasagem.

V() /i)

>
t
Fonte: O autor (2025).
A impedancia Z(w) é dada por:
V(t)
Z(w) = 0 (3)
sin(wt)

Z(w) =2 (4)

% sin(wt + @)
em que Z, =V, /i, é definida como impedancia inicial do sistema. Ainda, Z(w) pode

ser reescrita na forma:

Z(w) = |Z|el? = |Z|[cos(p) + j sin(p)]
Z(w) =Z"(w) +jZ" (w) (5)

onde j = v—1, Z' e Z'" sdo as componentes real e imaginaria da impedancia que estao
associadas a resisténcia 6hmica e a reatancia, quer capacitiva ou indutiva,

respectivamente. O médulo de Z(w) e a diferenca de fase ¢, sdo dadas por:

1Z] = VI[Z'(0)]2 + [2" (w)]2 (6)
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Se, para uma unica frequéncia, for plotado o sinal de resposta, i(t), em funcao
da perturbacao aplicada, V(t), em um sistema cartesiano a figura formada é uma
elipse, conhecida como curva de Lissajous, Figura 10 (A), que representa a
visualizagdo da relacdo entre corrente e tensao no dominio do tempo para esta
frequéncia especifica. Ainda, a partir desta analise € possivel construir a
representacdo mais usual de uma medida de espectroscopia de impedancia
eletroquimica, o diagrama de Nyquist, Figura 10 (B), onde € possivel observar a
evolugdo da impedancia do sistema ao longo de uma ampla faixa de frequéncias.

Figura 10 - (A) Curva de Lissajous e (B) diagrama de Nyquist com vetor impedancia.
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Fonte: O autor (2025).

De modo geral a abordagem associada ao tratamento dos dados
espectroscopicos obtidos € através da associacado de um circuito elétrico equivalente
gue, na maioria das vezes, combinam elementos resistores e capacitores, para
simular perdas 6hmicas e processos de acumulagao de cargas, respectivamente e em
outros casos também com elemento indutor para simular processos adsortivos; em

gue a associag¢ao destes elementos possuem um correspondente analogo aos itens
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constituintes de uma interface eletrodo/solugdo em uma célula eletroquimica
convencional de trés eletrodos (LAZANAS; PRODROMIDIS, 2023).

Na Figura 11 € apresentado os elementos que usualmente sao considerados
na modelagem do sistema eletroquimico. O resistor, R, representa a resisténcia
6hmica da solugao eletrolitica e/ou do material condutor e sua impedancia é constante
e ndo depende da frequéncia. No diagrama de Nyquist, —Z" versus Z', é representado
como um segmento horizontal. O capacitor, C, representa o comportamento capacitivo
da dupla camada elétrica, Cy;, que esta associada a interface eletrodo/solucao e sua
impedancia é inversamente proporcional a frequéncia. Ja o indutor, L, ndo é
frequentemente observado em sistemas eletroquimicos, mas pode ser considerado
caso o efeito de indutancia seja percebido, bem como processos de difusao rapida.
Sua impedancia é diretamente proporcional a frequéncia. O elemento de Warburg, W/,
esta associado a processos de difusdo de massa no eletrdlito ou propriamente no
eletrodo. Sua impedancia € proporcional a 1/+/w. No diagrama de Nyquist, aparece

como uma reta inclinada a 45° em regides de baixa frequéncia.

Figura 11 - Elementos, pardmetros e impedancia associadas para simulagéo de dados de EIS.

Resistor R Z=R

Capacitor ¢ Xc = 1/(ja)C)
Indutor L Xy, = joL

Warburg w Zy = 1/Q(ja))1/2

Elemento de fase constante ~ Qo, Mo Zcpg = 1/Q (jw)no

Fonte: O autor (2025).

Em relagdo ao elemento de fase constante, Q, e n,, 0 comportamento
capacitivo de um sistema eletroquimico dificilmente podera ser descrito por um

capacitor ideal em virtude de a maior parte dos sistemas avaliados possuirem uma
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distribuicdo de tempos de relaxagcdo que sdo ocasionadas por heterogeneidades do
eletrodo e essa distribuicao de tempos caracteristicos acaba inviabilizando a utilizacao
de um capacitor ideal (REIS, 2017). Para tempos de relaxa¢édo normal, a impedancia

associada € dada por:

1
= 8
ZCPE Q(jw)" ( )

onde Q € um fator de proporcionalidade e n € um parametro que descreve a largura

da distribuigcao de tempos de relaxagao. As componentes real e imaginaria de (8) sao:

Nyt
cos (—) a
2 0
A = = 9
cre (W) wmQ, w0 Q, ©)
. (NyT
sin (—) b
" _ 2)__Y

—Z" cpp(w) = wmQ, = w™Q, (10)

Nesse sentido, o CPE pode ser considerado uma generalizagado do capacitor
ideal. A partir de (9) e (10) para ny, =1, a contribuicdo total da impedéncia é
imaginaria, como no caso do capacitor ideal. Agora, para valores de n, < 1, parte da
impedancia € real. Nisso, é possivel observar que tanto n, quanto @, nao dependem
da frequéncia, por isso é chamado de elemento de fase constante (REIS, 2017).

Uma opg¢ao muito utilizada para simular sistemas eletroquimicos € o circuito
de Randles simplificado (ALAVI et al., 2017), Figura 12, consistindo essencialmente
em trés componentes elétricos: a resisténcia da solucao, R, a capacitancia da dupla
camada elétrica, Cy;, e a resisténcia de transferéncia de carga entre o eletrodo e o
eletrélito R.;.. No circuito de Randles simplificado, o comportamento da dupla camada
elétrica é representado por um capacitor de placas paralelas e a resisténcia de
transferéncia de carga que existe na interface entre eletrodo e solugao ¢é representado
por um resistor. Devido a contribuicao de processos faradaicos e capacitivos, o R, €
C,4; sao associados em paralelo. O efeito resistivo do transporte de ions na solucéo
em virtude da corrente que atravessa a interface eletrodo/solucao é representado por
um resistor, R;, denominado resisténcia de solucdo. Em processos eletroquimicos
mais complexos, em que os efeitos de difusdo sdo apreciaveis, esse circuito nao

modela os dados experimentais € nesse caso o sistema pode ser modelado a partir
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da adicéo do elemento de Warburg, W (ALAVI et al., 2017; ORAZEM; ULGUT, 2024;
REIS, 2017).

Considerando o conjunto de vantagens no uso da técnica de espectroscopia
de impedancia eletroquimica, pode-se citar a possibilidade de realizar analises in situ
e ter informagdes precisas do sistema estudado a uma determinada frequéncia.
Devido a sua natureza dinadmica, a EIS torna possivel a detec¢cao de mudancas sutis
gue acontecem na interface do elétrodo/eletrolito (REIS, 2017). Portanto, a analise do
comportamento de i = i(t) permite a avaliagdo de processos de transporte de carga,
pseudocapacitancia e de dupla camada elétrica, bem como a obtencédo de alguns
parametros eletroquimicos, como resisténcia de transferéncia de carga e
capacitancia. No contexto dos biossensores, possibilita o monitoramento de
interagdes biomoleculares a partir desses parametros (BRETT, 2022; HEINE et al.,
2021; LAZANAS; PRODROMIDIS, 2023; PRODROMIDIS, 2010). Ainda, devido a
sobreposicao por um sinal senoidal com uma amplitude da ordem de 102 volts, torna-
se possivel uma investigacao do sistema proximo ao estado estacionario, o que facilita
a obtencado de parametros cinéticos e relacionados aos processos difusionais, a
depender das caracteristicas desta perturbac¢ao aplicada (LAZANAS; PRODROMIDIS,
2023).

Figura 12 - Representagdo esquematica de um circuito de Randles simplificado.

Eletrodo

Eletrélito

Fonte: O autor (2025).

Essas caracteristicas sdo altamente relevantes para o desenvolvimento de
biossensores do tipo impedimétricos, uma vez que a espectroscopia de impedancia

eletroquimica permite detectar variagdes sutis que ocorrem na interface
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eletrodo/eletrolito. Essas variagdes sao promovidas pela interacado especifica entre o
biorreceptor imobilizado na superficie do eletrodo e o analito alvo que esta presente
na amostra. Essa sensibilidade € fundamental para aplicacbes que priorizem alta
sensibilidade e precisdo na detec¢cao de biomoléculas, mesmo em concentracoes
extremamente baixas.

Ademais, a EIS oferece a vantagem de possibilitar medigdes in situ, ou seja,
diretamente no ambiente de interesse, sem a necessidade de complexas etapas de
preparagao ou até mesmo extracdo de amostra. Por se tratar de uma técnica nao
invasiva, que preserva a integridade do sistema analisado, permite o monitoramento
continuo de processos interfaciais ao longo do tempo. Essa capacidade de
acompanhar fendmenos dindmicos sem comprometimento da estrutura e/ou
funcionalidade do biossensor € especialmente valiosa em contextos biomédicos,

ambientais e até mesmo industriais (BIGDELI et al., 2021).
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4 POLIMEROS CONDUTORES

4.1 ESTRUTURA MOLECULAR ORGANICA

As bases moleculares da ciéncia de polimeros foram desenvolvidas a partir
dos trabalhos pioneiros de Herman Staudinger, em 1920, com a formulagdo do
conceito de macromoléculas e, apos isso, estes materiais passaram a ser
extensivamente estudados acabando por consolidar uma area de pesquisa com
caracteristicas proprias, propiciando um rapido desenvolvimento. Em meados de
1970, a partir dos trabalhos de Shirakawa e colaboradores foi que ocorreu um salto
na pesquisa com materiais poliméricos condutores (DIAS; SILVA, 2012a).

Os polimeros condutores correspondem a uma classe de materiais em que
estruturalmente sdo conjugados. Estes materiais se caracterizam em sua grande
maioria, por uma estrutura molecular plana. Considerando os trés possiveis estados
de hibridizagdo para o atomo de carbono, unidade esta majoritaria nestes tipos de
materiais: sp®, sp? e sp; estes orbitais estdo envolvidos na formacao da ligagao do tipo
o e m. Em geral, o comprimento da conjugacgao, interacdo intra e inter cadeia e a
extensdo da desordem s&o alguns dos parametros importantes que conferem a esses
materiais propriedades fisicas de interesse e por isso tém sido extensivamente
estudados (DIAS; SILVA, 2012a; GUO; FACCHETTI, 2020; NAMSHEER; ROUT,
2021; OUYANG, 2021; SHARMA et al., 2021).

A sobreposicdo dos orbitais sp?+2pz descreve a estrutura eletronica dos
polimeros condutores. A interpenetracéo frontal dos orbitais hibridos sp? da origem a
ligacdo do tipo o que une os atomos de carbono a cadeia polimérica principal,
caracterizando uma ligacao fortemente localizada. Os orbitais puros 2p; sofrem uma
atracdo de eixos paralelos dando origem a ligagdo m, mais deslocalizada (DIAS;
SILVAa, 2012; SCOTT, 2010), Figura 13.

Figura 13 - Formacédo da ligagdo o e T ho atomo de carbono.

Fonte: (BROWN; LEMAY JR; BURSTEN, 2003), adaptado.
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A interagao entre os orbitais 2p; induz a formacao de orbitais ocupados do tipo
T e dos desocupados do tipo 17, que se abrem obedecendo a instabilidade de Peierls.
Essa instabilidade faz com que esses orbitais apresentem caracteristicas semelhantes
as bandas de valéncia e condugdo como nos semicondutores inorganicos. O orbital
de mais alta energia ocupada é denominado HOMO (do inglés Highest Occupied
Molecular Orbital), 1, e o orbital de mais baixa energia desocupada, 17*, € denominado
LUMO (do inglés Lowest Unoccupied Molecular Orbital). A diferenga de energia entre
os orbitais HOMO e LUMO caracteriza um gap, que varia, de modo geral entre 1,5 e
3,2 eV, Figura 14, fornecendo a esses materiais propriedades de transporte eletrbnico
importantes e comparaveis aos semicondutores inorganicos (DIAS; SILVA, 2012a;
KIEBOOMS; MENON; LEE, 2001; SCOTT, 2010).

Figura 14 - Nomes, formulas estruturais e valores de gap de alguns polimeros condutores.
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Fonte: O autor (2025).

Apesar da teoria do orbital molecular (MOT, do inglés Molecular Orbital

Theory) ser um modelo fundamental que descreve a formacgao de ligagdes quimicas
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em moléculas discretas e bem definidas, sua aplicacdo em polimeros condutores,
estruturas macromoleculares estendidas, possui algumas limitacbées. A MOT néo
consegue explicar completamente a condutividade desses materiais porque ela néo
considera de modo adequado os efeitos de desordem estrutural de rede, dopagem e
0s mecanismos de transporte eletrdnico. Nos polimeros condutores, a presenca de
irregularidades na cadeia, conformacéo e defeitos estruturais afetam diretamente a
mobilidade dos portadores de carga. Além disso, o processo de dopagem modifica a
distribuicdo eletronica, o que a teoria do orbital molecular apresenta limitacao
conceitual, e isso sugere que o modelo de estrutura de bandas seja o mais adequado
para descrever as propriedades eletronicas desses tipos de materiais (HAZELTON,;
YE; CHEN, 2023; POOJA et al.,, 2023; SHOJAEI; ROSTAMI-TAPEH-ESMAEIL;
MIGHRI, 2024).

4.2 ESTRUTURA ELETRONICA DE POLIMEROS CONDUTORES

Os polimeros condutores apresentam sequéncias planares e/ou quase
planares de ligacdes simples e duplas alternadas ao longo de sua cadeia, Figura 14.
Neste caso, a condutividade eletronica é resultado da mobilidade dos portadores de
carga introduzidos no sistema conjugado através de um processo de dopagem. Este
processo ocorre quando a cadeia polimérica sofre oxidagao ou reducao, dopagem do
tipo-p e tipo-n, respectivamente, em analogia de como ocorre nos semicondutores
inorganicos (DIAS; SILVA, 2012b). Entretanto, diferentemente dos semicondutores
inorganicos, no polimero condutor € energeticamente mais favoravel localizar a carga
e fazer uma relaxacdo de rede na vizinhanga desta carga, fazendo com que surja
deformagoes e defeitos de carga localizados que sao responsaveis pela condutividade
nestes materiais. Este processo induz o aparecimento de estados eletrbnicos no gap
entre as bandas de valéncia e conduc¢ao, estado este associado a formacao de quase-
particulas: pdlarons e bipdlarons; com excecdo para o poliacetileno, que envolve a
formacgao de uma quase-particula chamada soliton (BREDAS; STREET, 1985).

Em seu estado excitado, uma molécula é chamada de radical ion ou pdlaron
gue, ao sofrer oxidacao, passa a ser denominada radical cation ou pdélaron buraco, e
se sofrer reducdo, é denominada radical anion ou podlaron elétron. Os podlarons

possuem spin igual a 1/2 e sdo formados pelo conjunto de carga e deformagao de
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rede dando origem a estados eletrbnicos com energias bem definidas no gap e que

podem ser observadas por transigao optica (DIAS; SILVA, 2012b), Figura 15.

Figura 15 - Diagrama esquematico para estrutura de bandas de uma quase-particula do tipo pélaron:
elétron e buraco.

Pélaron elétron Pélaron buraco
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Fonte: O autor (2025).

Ainda, um segundo elétron pode ser retirado da cadeia polimérica e essa
retirada leva a duas situagdes possiveis: (i) surgimento de mais um polaron ou do
polaron existente e (ii) a formagédo de um bipolaron. O bipolaron é definido como um
par de cargas similares, com spin igual a 0. Energeticamente, a formacao do estado
bipdlaron é favorecida em relacao a formacao de dois polarons uma vez que a
interacéo eletrostatica entre as duas cargas é maior que a repulsao coulombiana que
existe entre duas cargas de mesmo sinal que estdo confinadas no mesmo espaco
(BREDAS; STREET, 1985; DIAS; SILVA, 2012b). Na Figura 16 ¢ apresentado uma
representacio esquematica da estrutura de bandas para um estado eletrbnico com
dois polarons e com um bipdlaron.

Figura 16 - Diagrama esquematico da representacdo de uma quase-particula do tipo: dois pdélarons e
bipélarons.
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Fonte: o autor (2025).
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Os pdlarons e bipdlarons podem se mover ao longo de toda a cadeia
polimérica induzindo mudangas geométricas localizadas na rede e, por isso, sao
considerados portadores de carga e responsaveis por conferir a estes materiais um
carater metalico (BREDAS; STREET, 1985).

4.3 POLIPIRROL

O polipirrol (PPy, do inglés polypyrrole) € um homopolimero orgénico de
cadeia heterogénea formado pela polimerizagc&o oxidativa do monémero pirrol (Py, do
inglés pyrrole). Um dos primeiros relatos do PPy foi feito em 1963 por McNeill e
colaboradores em uma série de trabalhos sobre estrutura quimica e eletrbnica de
polipirréis (BOLTO; MCNEILL; WEISS, 1963; BOLTO; WEISS, 1963; MCNEILL et al.,
1963; MCNEILL; WEISS; WILLIS, 1965).

A sintese do polipirrol é conduzida a partir da oxidagcdao quimica ou
eletroquimica do mondmero pirrol, onde ocorre a formagao de radicais cations e, por
conseguinte, seus acoplamentos dando origem a oligbmeros e, por fim, ao polimero.
Tanto a sintese quimica, quanto a eletroquimica, a depender do tipo de aplicagao
podem ser consideradas. A sintese quimica é uma opc¢ao interessante sob o ponto de
vista em larga escala (MORAVKOVA et al., 2021; PANG; ARSAD; AHMADIPOUR,
2021), por outro lado a eletroquimica € a opgao mais atrativa se o objetivo for a
formacido de filmes finos, 0 que possibilita controle sobre a espessura, sendo
amplamente utilizada na modificacédo de eletrodos para uma vasta gama de
aplicagdes (PANG; ARSAD; AHMADIPOUR, 2021; RAHMAN KHAN; RUMON, 2024).

Sob o ponto de vista eletroquimico, o mecanismo de sintese mais bem aceito
para a formacao do polipirrol € apresentado na Figura 17. De acordo com o
mecanismo proposto por Genis, Bidan e Diaz (GENIES; BIDAN; DIAZ, 1983);
inicialmente, o mondmero sofre a oxida¢ao dando origem a radicais cations altamente
reativos. Esses radicais tendem a acoplar-se, gerando dimeros que, ao perderem
protons, estabilizam suas ligagdes. Como € energeticamente mais favoravel remover
elétrons dos dimeros formados do que dos mondmeros isolados, essas espécies sao
prontamente oxidadas, permitindo seu acoplamento com outros radicais de pirrol € a
consequente formacgéo de oligbmeros. Esse processo de oxidag¢ao, acoplamento e
desprotonagao se repete sucessivamente até que a cadeia do oligbmero atinja um

tamanho critico, momento em que se torna insoluvel e comeca a precipitar na
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superficie do eletrodo. A partir desse ponto, 0 crescimento do polimero continua na
superficie do eletrodo, formando uma estrutura condutora que vai se expandindo
progressivamente conforme novas unidades de pirrol sédo incorporadas ao material
depositado (HRYNIEWICZ, 2022).

Figura 17 - Mecanismo de eletropolimerizacdo do pirrol.
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Fonte: (GENIES; BIDAN; DIAZ, 1983), adaptado.

Os valores de condutividade elétrica para o PPy variam de acordo com o
meétodo de sintese, quer quimica ou eletroquimica, dopagem e proposta de aplicagao,
contudo, meios reacionais idnicos tém mostrado um relativo aumento nesta
propriedade, levando a valores entre 10-° e 102 S cm~' (AHMAD et al., 2020; POOJA
et al., 2023a) fazendo com que o PPy seja um dos polimeros condutores mais
extensivamente explorados. Ainda, é importante mencionar que, por possuir
comportamento biocompativel, € uma opc¢ao interessante em aplicacbes que
envolvam biossensoriamento. Corroborando com sua biocompatibilidade, o PPy, bem
como os polimeros da classe, acaba por sofrer reacgdes de oxirredugcao
intrinsecamente, portanto, apresenta comportamento eletroativo em solugao tampao

fosfato salino (PBS, do inglés phosphate-buffered saline), pH 7,4, dispensando o uso
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de sondas eletroquimicas para avaliar processos redox em sua interface, facilitando
sua aplicagao (BEREGOI et al., 2022; DUTTA et al., 2022; LIU et al., 2025).

Nesse sentido, desde sua descoberta, extensivas pesquisas tém sido
realizadas com polimeros condutores, tanto no que diz respeito a novas estratégias
de sintese e caracterizagdo desses materiais quanto a aplicagdes em diferentes
campos da eletroquimica, como eletrocatalise, em dispositivos de armazenamento de
energia, fotovoltaicos, sensores e biossensores. Pesqueira e colaboradores (2022)
(PESQUEIRA et al., 2022), modificaram um eletrodo baseado em grafite a partir da
deposicao eletroquimica do PPy e incorporaram nanoparticulas de ouro em sua
superficie para avaliagdo da atividade oxidativa do acido ascorbico. Hryniewicz, Gil e
Vidotti (2022) (HRYNIEWICZ; GIL; VIDOTTI, 2022), sintetizaram nanotubos de
polipirrol decorados com AuNPs, PPy-NTs-AuNPs, para desenvolvimento de um
supercapacitor de estado solido. Deller et al. (2023) (DELLER et al., 2023), avaliaram
um material composito a partir do polimero PEDOT:PSS com nanoparticulas de ouro
ancoradas para detec¢do de um pesticida, Primicarb. Hryniewicz e colaboradores
(2022) (HRYNIEWICZ et al., 2022), modificaram eletrodos de malha de aco a partir da
sintese eletroquimica de nanoestruturas de PPy:PPS-AuNPs e PPy-NTs-AuNPs para
aplicagao no diagnostico sorologico da COVID-19.

Adicionalmente, os polimeros condutores tém sido uma opg¢ao interessante
para modificacao de eletrodos devido suas propriedades como alta condutividade
elétrica, estabilidade e facilidade de sintese e dopagem em substituicao aos materiais
convencionais condutores e semicondutores metalicos (LANZALACO; MOLINA, 2020;
PAN et al., 2022).

Um fator limitante no desenvolvimento e aplicacéo dessa classe de materiais
€ a baixa estabilidade mecanica devido ao processo de entumecimento e
encolhimento resultante de processos faradaicos, uma vez que ocorrem alteracoes de
volume na matriz polimérica e, tais mudancgas estruturais, podem comprometer a
integridade fisica do material que pode reduzir a durabilidade em dispositivos
eletroquimicos. Além disso, muitos polimeros possuem uma area superficial
eletroativa relativamente baixa, o que acaba limitando a densidade de sitios
disponiveis para interagdo com espécies quimica e/ou bioldgica de interesse,
impactando negativamente o seu emprego em aplicagdes do tipo sensores,
biossensores, atuadores e dispositivos de armazenamento de energia (SCOTT,
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2010). Desse modo, uma estratégia amplamente utilizada em aplicagbes tecnologicas
€ a incorporacdo de nanoparticulas metalicas (NPs, do inglés nanoparticles) a
estrutura polimérica. Entre as NPs, as nanoparticulas de ouro (AuNPs, do inglés gold
nanopatrticles) tém se destacado devido suas propriedades fisico-quimicas unicas,
como elevada condutividade elétrica, excelente biocompatibilidade, estabilidade
quimica e capacidade de formagao de interfaces eficientes com materiais organicos.

A associacao de AuNPs aos polimeros condutores promove uma série de
melhorias estruturais e funcionais ao nanomaterial compadsito obtido. Na matriz, as
nanoparticulas de ouro atuam como centros de nucleagéo favorecendo a organiza¢ao
da cadeia polimérica e contribuindo para uma melhor conectividade eletrbnica entre
os dominios condutores. Ainda, a presenca das AuNPs aumenta significativamente a
area superficial eletroativa do nanocompdsito, ampliando a interface disponivel para
reacoes eletroquimicas e interagdes moleculares devido a uma maior densidade de
carga e, consequentemente, uma melhoria expressiva nas propriedades elétricas do
material (DE MATTEIS et al., 2021).

Além disso, as AuNPs atuam como mediadores de transferéncia de carga,
facilitando o transporte eletrbnico entre diferentes regides da matriz polimérica e
reduzindo barreiras energéticas que normalmente dificultariam a mobilidade dos
portadores de carga, ainda que sejam polimeros condutores. Como efeito desta
associacao, o nanocomposito obtido apresenta desempenho superior em termos de
condutividade elétrica, estabilidade mecanica e melhor resposta eletroquimica quando
comparados apenas ao polimero (DELLER et al., 2023; HRYNIEWICZ et al., 2022;
HRYNIEWICZ; GIL; VIDOTTI, 2022).

A associacdo de nao apenas as AuNPs aos polimeros condutores tém
representado uma abordagem hibrida e tem sido extensivamente explorada em uma
série de aplicagdes como biossensores, células solares orgéanicas, supercapacitores
e sistema de liberacéo controlada de farmacos (JALENDRA; TAMTA; KUMAR, 2025;
RIBEIRO; DIAS; ZILLE, 2022) .
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de um imunossensor impedimétrico baseado em materiais

nanoestruturados de polimero condutor polipirrol (PPy) e nanoparticulas de ouro

(AuNPs) eletrodepositados sobre eletrodos de malha de ago para imobilizagéo de

proteinas recombinantes de Leishmania infantum como estratégia para o diagnoéstico

sorolégico da leishmaniose visceral canina.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Modificacdo de eletrodos descartaveis de malha de aco a partir da

sintese eletroquimica do PPy:PSS e incorporacao das AuNPs;

Caracterizacao quimica e fisica dos eletrodos modificados (PPy:PSS e
PPy:PSS-AuNPs) através das técnicas de voltametria ciclica (VC),
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS), microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), espectroscopia de raios X por dispersao
de energia (EDS) e microscopia eletronica de transmissao (MET);

Avaliacao da formacédo de uma monocamada auto-organizada (SAM)
a partir da ligagdo do acido 3-mercaptopropidnico (3-MPA) sobre
PPy:PSS-AuNPs para ligagcéo das proteinas recombinantes K39 e C1;
Validacao dos imunossensores impedimétricos desenvolvidos a partir
da deteccao de anticorpos purificados monoclonais para proteina
recombinante K39 e policlonais a partir da proteina recombinante C1;

Aplicacdo dos imunossensores impedimétricos para deteccdo de
anticorpos em amostras reais (soros caninos com diagndstico positivo

e negativo para a leishmaniose visceral).
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 REAGENTES, SOLUGOES E MATERIAIS

Os reagentes de grau analiticos utilizados no desenvolvimento deste projeto
de doutoramento sao listados a seguir: pirrol (PPy), poli(4-estirenosulfonato de sodio)
(NaPSS), acido tetracloroaurico (lll) tri-hidratado (HAuCls-3H20), acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), acido 3-mercaptopropidonico (3-MPA), N-(3-
dimetilaminipropil)-n-etilcarbodiimida (EDC), N-hidroxissuccinimida (NHS) e
hidrocloreto de 2-aminoetanol foram obtidos na Sigma-Aldrich (Missouri, Estados
Unidos). O cloreto de potassio (KCI), sulfito de sodio (Na2SOs3), sodio fosfato dibasico
anidro (Na2HPO4), potassio fosfato dibasico (K2HPO4), fosfato potassio monobasico
(KH2PO4), cloreto de sodio (NaCl), ferricianeto de potassio [KsFe(CN)e] e hidroxido de
sédio (NaOH) foram obtidos na LabSynth (Sao Paulo, Brasil). O etanol (C2HsO),
isopropanol (CsHgO) e acetona (C3HsO) foram obtidos na Biotec (S&o Paulo, Brasil).

A solucao de mondmero pirrol utilizada foi previamente purificada por meio de
destilagao simples, aliquotada e armazenada em frasco ambar mantido no congelador
para evitar oxidagao casual. Entdo, o meio reacional para eletrossintese do PPy foi
preparado a partir de Py 50 mmol L-' e 14 gL-"' de NaPSS. A solugdo de ouro
utilizada foi preparada a partir de HAuUCls- 3H20 1,0 - 10-2 mol L', K:HPO4
1,7 -10""mol L=, Na2S03 3,6 - 10-2mol L-'e EDTA 4,8 - 10-* mol L~ ', adicionados
respectivamente nesta ordem para evitar precipita¢do. Ainda, foi realizado ajuste de
pH para 8 por adicdo de KOH 1 mol L-". A solugdo tampéo fosfato salino PBS 0,1 mol
L' pH 7,4 foi preparada a partir de KH2PO4 1,0 mol L=, NaHPO4 1,0 - 10~ " mol L~
e KCI 1,0 mol L~ ' com ajuste de pH para 7,4 por adicdo de NaOH 1 mol L~ . A solugdo
de formagédo de monocamada auto-organizada foi preparada a partir de 3-MPA 1,0
mmol L-'. Todas as solugdes aquosas foram preparadas utilizando agua ultrapura, 18
MQ cm-1.

Neste trabalho as modificagdes do eletrodo foram feitas a partir da malha de
aco 316 e 400 mesh.



56

6.2 AMOSTRAS BIOLOGICAS

6.2.1 Pares antigeno-anticorpo

A proteina recombinante K39, antigeno, de Leishmania donovani foi expressa
em Escherichia coli e utlizada como elemento de reconhecimento dos
imunossensores. A imunoglobulina especifica dessa proteina usada na fase de
detecc¢ao foi o anticorpo monoclonal, mAb-K39, obtido a partir de camundongos. Esse
par: K39-mAb-K39; foi sintetizado pela Imuny Biotechnology (Campinas, S&o Paulo).

A proteina recombinante C1, My, = 40,7 x 10° g mol~', foi produzida através
da tecnologia do DNA recombinante, sendo adquirida através de colaboragdo com o
Laboratério de Leishmanioses do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG). Os anticorpos especificos dessa proteina, anti-C1,
foram produzidos pela imunizacdo de soros de coelhos da raca Nova Zelandia,
através da inoculacdo da proteina C1. Apods imunizacdo, as amostras foram
centrifugadas e os soros obtidos purificados por cromatografia de afinidade em
relacédo as proteinas G e A. Em seguida, os ensaios de ELISA foram realizados
utilizando a proteina C1 para a determinagcdo da concentragdo molar de 1gGs
especificas para esta proteina, obtendo-se uma concentracao purificada de
1,40 mg mL~", 9,59 mmol L-" e IgG = 146 kDa. As amostras contendo diferentes
concentracoes de IgGs anti-C1, 1,00 a 200 nmol L™, foram obtidas por dissolucdo

destes anticorpos em solugao tampao fosfato salino PBS 0,1 mol L= pH 7 4.

6.2.2 Soros caninos

Amostras de soros positivos para LVC foram coletadas de caes naturalmente
infectados com o antigeno L. infanfum em regides endémicas da cidade de Belo
Horizonte (MG), Brasil. Para estas amostras, os diagnosticos foram realizados pelos
métodos sorologicos IFAT e ELISA no Laboratério de Leishmanioses da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte (MG), Brasil. Para os controles
negativos, amostras de soros foram obtidas a partir de cdes saudaveis alojados em
areas nado endémicas da regidao metropolitana de Belo Horizonte. Todos os
procedimentos experimentais envolvendo caes foram realizados de acordo com a

pratica animal definida pela Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA da
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Universidade Federal de Minas Gerais (protocolo numero 198/2014). Este protocolo
seguiu as diretrizes do CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentacao

Animal), o maximo comité de ética do Brasil.

6.3 EQUIPAMENTOS E CONDICOES EXPERIMENTAIS DE MEDIDAS

Para caracterizacao da etapa elementar do substrato que compreende as
modificagdes com as nanoestruturas de PPy:PSS e PPy:PSS-AuNPs, os eletrodos
modificados foram submetidos as medidas de voltametria ciclica (VC), espectroscopia
de impedancia eletroquimica (EIS), microscopia eletrbnica de varredura (MEV),
espectroscopia de raios X por dispersédo em energia (EDS) e microscopia eletrbnica
de transmissao (MET).

As medidas eletroquimicas, CV e EIS, foram realizadas utilizando o
potenciostato Metrohm DropSens STAT-i-400, em célula eletroquimica convencional
de trés eletrodos contendo: eletrodo auxiliar de fio de platina, eletrodo de referéncia
de Ag/AgCIl/KClsat e eletrodo de trabalho consistindo no eletrodo modificado por
PPy:PSS e PPy:PSS-AuNPs; em solugdo tampao fosfato salino 0,1 mol L-' pH 7,4.
Para voltametria ciclica, as medidas foram conduzidas em uma velocidade de
20 mV s~ ', na faixa de potencial de -0,7 a +0,5 V. Ja as medidas de espectroscopia
de impedéancia eletroquimica foram conduzidas a partir da aplicagédo de um potencial
alternado de amplitude 10 mV, em circuito aberto, no intervalo de frequéncias de
10.000 Hz a 0,01 Hz e 10 pontos por década. Essas medidas foram realizadas
parcialmente nos Laboratorio de Espectrometria, Sensores e Biossensores (LaESB)
e no Grupo de Pesquisa em Macromoléculas e Interfaces (GPMIn). Os dados
espectrais de impedancia foram tratados e estimados utilizando o software DropView
8400 a partir da modelagem de circuitos equivalentes, com valores de erros
associados para cada parametro menores que 10%.

As medidas de MEV e EDS foram realizadas no equipamento Tescan Vega 3
LMU, com detector para EDS tipo SDD de 80 mm?, imobilizadas sobre suporte do
microscopio utilizando fitas de cobre. Para as medidas de MET, as amostras foram
depositadas sobre um grid hexagonal de didmetro 3 mm, 200 mesh. Ambas as
medidas foram realizadas no Centro de Microscopia Eletrénica (CME), laboratério de

multiusuarios da UFPR.
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6.4 ELETRODEPOSICAO

6.4.1 Polipirrol e nanoparticulas metalicas de ouro

O eletrodo de malha de ago com érea individual delimitada de 9,0 mm?, Figura
18, foi conduzido ao processo de lavagem em banho ultrassénico na presenca de
solugao alcodlica de etanol P.A. durante 10 min. Apds, o eletrodo foi secado ao ar e
em temperatura ambiente local, aproximadamente 25°C. A partir disso, o processo de
eletrodeposicao foi realizado com a imersao do eletrodo, previamente tratado, em
solugdo aquosa eletrolitica contendo 50 mmol L-' do monémero pirrol e 14 g L-' de
NaPSS, com controle de densidade de carga de 800 mC cm~2 a um potencial de
+0,8 V, em uma célula eletroquimica convencional composta por 3 eletrodos: 1
eletrodo de referéncia de Ag/AgClsat, 1 eletrodo auxiliar de fio platina e o eletrodo de
malha de ago como eletrodo de trabalho. Apds eletrodeposicdo do PPy:PSS, o
eletrodo entéo foi lavado por sua imersdo em vial contendo 150 pL de agua ultrapura
por 1 min e seco em jato de nitrogénio por 30 segundos. Apods, o eletrodo foi submetido
a voltametria ciclica de forma a estabilizar o filme fino formado e posterior
caracterizagao por impedancia eletroquimica (EIS).
Figura 18 - Representagao esquematica do (A) eletrodo de malha de ago e etapas de modificagéo a
partir da eletrodeposicéo do (B) pirrol para formagao do PPy:PSS e (C) incorporagao de nanoparticulas
metalicas de ouro para obtengéo do filme PPy:PSS-AuNPs. As nanoestruturas de ouro que compéem

a figura na parte (C) ndo estdo em escala e a disposigdo tem o intuito de apenas uma melhor
compreensao visual da estratégia.

(A) (B) (C)

Eletrodeposi¢gao Py*:PSS- Redugéo de Au®* —»Au°
3mm § I PPy:PSS PPy:PSS-AUNPS
+—>

3mm

Fonte: O autor (2025).
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Para incorporacdo das nanoparticulas metalicas de ouro sobre o eletrodo
modificado com PPy:PSS, este mesmo eletrodo foi imerso em uma solugéo aquosa
contendo  1,0-10-*molL-" de HAuCls-3HO, 1,7-10-"molL~" de
KoHPOQ4, 3,6 - 10 2 mol L-' de Na:SOs e 4,8 - 10 -4 mol L-' de EDTA, com ajuste
para pH 8 a partir da adicdo de KOH 1 mol L-'. Os respectivos reagentes foram
adicionados nessa ordem para evitar a precipitacao do ouro. A eletrodeposicao se deu
com controle de densidade de carga de 300 mC cm~2, a um potencial de -1,1 V para
reducéo das espécies de Au®* sobre o filme, gerando Au® metalico. Do mesmo modo
que para o eletrodo ja com o filme de PPy:PSS depositado, o com PPy:PSS-AuNPs
também foi lavado por imersao em vial contendo 150 yL de agua ultrapura por 1 min
e seco em jato de nitrogénio por 30 segundos submetido, seguindo para voltametria
ciclica de ordem a manter estabilidade do filme, bem como sua posterior
caracterizacao por espectroscopia de impedancia eletroquimica.

6.5 BIOFUNCIONALIZACAO DAS PLATAFORMAS DESENVOLVIDAS PARA
CONSTRUGCAO DOS BIOSSENSORES

As etapas envolvidas no processo de biofuncionalizacao do eletrodo de malha
de ac¢o modificado com PPy:PSS-AuNPs para obtencdo dos imunossensores
impedimétricos neste trabalho sao apresentadas esquematicamente na Figura 19.
Figura 19 - Representagdo esquematica da estratégia utilizada para construgéo dos imunossensores
impedimétricos baseados na plataforma nanoestruturada desenvolvida (PPy:PSS-AuNPs). As

estruturas que compdem a figura ndo estdo em escala e a disposigdo tem o intuito de apenas uma
melhor compreensao visual da estratégia.

Modificag&o do eletrodo Estratégia utilizada no Resposta impedimétrica do
baseado em malha de ago com imunoensaio imunoensaio a partir da detecgdo de
PPy:PSS-AuNPs anticorpos

AuNPs ~~ 3-MPA R Etanolamina rk39 efou rC1 @ Regizo ndo especifica antl K39 e/ou anti-C1

Fonte: O autor (2025).
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As etapas realizadas para a construgao do imunossensor para deteccido de

anticorpos monoclonais contra a proteina recombinante K39 e a deteccdo de

anticorpos policlonais contra a proteina C1, bem como seu emprego na detecgao de

anticorpos em amostras reais de soros caninos positivos, sao compreendidas por:

1.

3.

Eletrodeposigao dos filmes de PPy:PSS sobre malha de ago e posterior

incorporagao das AuNPs para obtenc¢ao do PPy:PSS-AuNPs;

. Formagao de uma monocamada auto-organizada a partir da imersao

overnight do eletrodo funcionalizado em 75 uL de solugcdo aquosa de
acido 3-mercaptopropitnico 1,0 mmol L='. Apds, os eletrodos foram
conduzidos a um processo de lavagem por sua imersdao em vial
contendo 150 pyL de agua ultrapura por 5 min e secos em jato de
nitrogénio por 15 segundos, para entéo seguirem a etapa de ativacéo;
Ativacdo dos grupamentos funcionais da monocamada realizada pela
imersdo dos eletrodos, durante 20 minutos, em 75 uL de solugao
aquosa contendo o0s agentes de cross-linking EDC/NHS
10:15 mmol L~ (v/v). Nesta etapa, os grupos carboxilicos terminais
presentes na estrutura do acido 3-mercaptopropidnico sao ativados em
NH-ésteres reativos para posterior ligagdo das proteinas
recombinantes K39 e C1. Apds, os eletrodos sao lavados por imersao
em vial contendo 150 uL de agua ultrapura por 2 min e, em seguida,
secos em jato de nitrogénio por 15 segundos;

. Imobilizacdo do biorreceptor através da imersdo dos eletrodos

previamente preparados em vial contendo 30 uL de solugdo aquosa
das proteinas recombinantes K39 e C1, cada uma na concentracao de
50 ug mL-"', durante 60 minutos. Essas solugdes foram preparadas a
partir da diluicdo da solucdo estoque em tampdo fosfato salino
0,1mol L-' pH 7,4. Apods biofuncionalizacdo, os eletrodos foram
submetidos a lavagem em PBS 0,1 mol L~ ' pH 7,4, a partir da dispensa
de 150 uL de solugao na parte isolante do eletrodo e deixado escorrer,
sendo realizado em ambos os lados. Apds, as plataformas foram secas

em jato de nitrogénio por 15 segundos;
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5. Bloqueio dos sitios reativos remanescentes através da imersao do
eletrodo biofuncionalizado em vial contendo 75 uL de solucdo de
etanolamina 100 mmol L=, recém preparada em PBS 0,1 mol L-' pH
7,4, por 10 min. Apds, eletrodos foram submetidos a lavagem em PBS
0,1 mol L= " pH 7,4, a partir da dispensa de 150 uL de solug&o na parte
isolante do eletrodo e deixado escorrer, sendo secados em jato de
nitrogénio por 15 segundos;

6. Aplicagcédo de cada biossensor desenvolvido, um com a proteina K39 e
outro com a proteina C1, para deteccao dos anticorpos anti-K39 e anti-
C1, respectivamente. Nesta etapa, os eletrodos foram imersos em vial
contendo 30 uL de solucdo de anticorpo monoclonal anti-K39 e
policlonal anti-C1 durante 30 min. Foi avaliada a deteccdo para
diferentes concentracdoes dos anticorpos. Apds reagdo com cada
concentracdo, Ci, do anticorpo, cada eletrodo foi lavado em soluc¢ao
tampéo fosfato salino 0,1 mol L' pH 7,4 com a dispensa de 150 uL de
solugdo na parte isolante do eletrodo e deixado escorrer, em ambos os
lados, e lavados para secar em jato de nitrogénio por 15 segundos.

Todas as etapas de funcionalizacdo dos eletrodos de malha de aco
modificados com PPy:PSS-AuNPs foram realizadas em temperatura ambiente, para
evitar variagdes na cinética de reag¢ao das etapas acimas descritas. Para cada uma
das etapas relacionadas a constru¢ao do imunossensor, desde a etapa elementar até
a deteccdo dos anticorpos, inicialmente foram realizadas caracterizacoes
voltamétricas e impedimétricas em solugéo tampao fosfato salino 0,1 mol L= ' pH 7,4.
Para a detecgdo em amostras reais de soros caninos dos grupos positivo e negativo
para a leishmaniose visceral, a ultima etapa de detecc¢ao foi modificada com o intuito
de otimizar e obter um menor tempo de deteccao. Para as medidas de impedancia
eletroquimica, o intervalo de frequéncia foi ajustado para 10.000 a 0,1 Hz com 36
pontos por espectro. Neste caso, o pool positivo (n = 5) e negativo (n = 5) foi diluido a
partir da solugao estoque nos fatores de diluicao de 1:10, 1:25, 1:50, 1:100, 1:200,
1:400, 1:800 e 1:1600, sendo preparados em PBS 0,1 mol L= pH 7 4.
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7 APRESENTAGCAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS
7.1 SINTESE E CARACTERIZAGCAO DO PPY:PSS E PPY:PSS-AUNPS

7.1.1 Estudo de diferentes densidades de carga de deposigao para formagao de
PPy:PSS

Inicialmente, de ordem a compreender as melhores condigdes para
eletrodeposi¢cao do PPy:PSS sobre eletrodo de malha de ago a partir de uma
densidade de carga que melhor favorega os processos redox intrinsecos do polimero,
foi realizado um estudo de diferentes valores de densidades de carga para o PPy:PSS.
Nesse sentido, a escolha do método de eletropolimerizagao € importante porque ele
estara diretamente ligado com as propriedades do material sintetizado. Portanto, o
método potenciostatico de deposicao foi o escolhido para produzir filmes com maior
reatividade eletroquimica em comparag¢ao aos métodos de deposi¢ao galvanostatico
ou até mesmo por voltametria ciclica (MARTINS et al., 2008), além de possibilitar um
controle sobre o processo de crescimento do filme polimérico, resultando em um
material com estrutura mais ordenada. Desse modo, a cronoamperometria foi utilizada
como meétodo de sintese, em que os valores de densidade de carga, o., avaliados
foram de 50, 150, 250, 500 e 800 mC cm~2. Apos a modificagdo com cada uma das
densidades de carga, os eletrodos foram caracterizados por voltametria ciclica e
espectroscopia de impedancia eletroquimica, Figura 20.

A voltametria ciclica foi realizada na faixa de potencial de -0,7 a +0,5 V com
velocidade de varredura de 20 mV s~ . A espectroscopia de impedancia eletroquimica
foi conduzida em um intervalo de frequéncia de 10.000 a 0,01 Hz, em potencial de
circuito aberto e com amplitude de perturbacao de 10 mV. Ambas as analises, VC e
EIS, foram realizadas em solugéo tampao fosfato salino PBS 0,1 mol L-'pH 7,4. A
partir da Figura 20 € possivel observar que todos os voltamogramas apresentaram
um comportamento caracteristico do PPy:PSS, com contribuicdo capacitiva e
processos redox discretos. O perfil obtido esta em concordancia com os reportados
em literatura (HRYNIEWICZ 2022; KISIEL et al., 2021; ZHANG et al., 2010). Com o
aumento da densidade de carga é possivel observar um incremento na intensidade
de corrente de pico anddico e um deslocamento para potenciais mais positivos,

favorecendo uma dopagem do tipo-p no PPy:PSS. Para o. de 50 mC cm~?2 observa-
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se uma onda voltamétrica associada a oxidacado do polimero em torno de -0,2 V, que
vai sendo deslocada para potenciais mais positivos quando a densidade de carga do
filme aumenta. Para 800 mC cm~?2, a regido associada a oxidagao do polimero esta
localizada em torno de -0,15 V. Ainda, durante a varredura inversa, ha um aumento
na intensidade de corrente de pico catdédico em que € possivel também observar o
mesmo comportamento para a corrente e potencial de picos anddicos: aumento de
intensidade com deslocamento para potenciais mais negativos, saindo de -0,10 para
em torno de -0,35 V, referente a redu¢ao do material, Figura 20 (A), favorecendo uma

dopagem do tipo-n.

Figura 20 - Perfil eletroquimico para diferentes densidades de deposi¢éo de carga para caracterizagédo
da modificacdo dos eletrodos de malha de ago com PPy:PSS. (A) voltamogramas ciclicos e (B)
diagramas de Nyquist.
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Fonte: O autor (2025).

O aumento da densidade de carga, no intervalo avaliado, acabou favorecendo
um deslocamento dos potenciais de oxidagdo e redugdo do PPy:PSS. Esse
deslocamento observado pode estar associado a maior quantidade de cargas
presentes no filme polimérico, quer moéveis ou nao, que acaba por influenciar a
distribuicdo e a estrutura eletrbnica do material. Nesse sentido, em um estudo
conduzido por Kiefer e colaboradores (2025) (KIEFER et al., 2025), os pesquisadores
exploraram as propriedades multifuncionais de filmes de polipirrol polimerizados
guimicamente sobre nanofibras de gelatina e pele suina para aplicagédo em atuadores

e sensores e como a densidade de carga durante os processos de oxidagao e reducéo
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acaba afetando a troca de contraions, influenciando a resposta eletroquimica do
material. Em outro estudo conduzido por Lakner e colaboradores (2020) (LAKNER et
al., 2020), foram avaliados filmes finos de PPy eletrodepositados sobre um cristal de
silicio para aplicacao em supercapacitores. Nesta pesquisa, foi avaliada como a
transferéncia de eletrdlito e variacdbes na espessura do material induzidas por
aplicacao de potencial em filmes ultrafinos de PPy alteram os mecanismos de troca
ibnica na matriz polimérica, induzindo mudancas nos processos de oxidacao e
reducao do material. Adicionalmente, Mahmood e colaboradores (2025) (MAHMOOD
et al., 2024), sintetizaram filmes hibridos de polipirrol e polietilenimina (PPy:PEI) por
via quimica convencional, em que avaliaram como a alteracao de ions dopantes e
condicoes de sintese impactam em propriedades como condutividade elétrica e
morfologia do material final, refletindo diretamente nos processos de oxidacéo e
reducdo, uma vez que para maiores valores de densidade de carga do dopante, a
condutividade do polimero aumenta, porém dopagem excessiva causa efeito contrario
ao esperado, influenciando de maneira negativa a condutividade e alterando a
morfologia do filme hibrido.

Conforme apresentado em sec¢ao anterior, durante a sintese eletroquimica o
mondmero pirrol sofre processo de oxidacao, acoplamento e desprotonacdo. Esse
processo se repete sucessivamente até que a cadeia do oligdmero atinja um tamanho
critico, momento em que se torna insoluvel e comecga a precipitar na superficie do
eletrodo. A partir desse ponto, o crescimento do polimero continua na superficie do
eletrodo, formando uma estrutura condutora que vai se expandindo progressivamente
conforme novas unidades de pirrol sao incorporadas ao material depositado (GENIES;
BIDAN; DIAZ, 1983; HRYNIEWICZ, 2022). Ademais, um estudo conduzido por
Gongalves e colaboradores (2021) (GONCALVES; PAIVA; PEREIRA, 2021), avaliou
0 processo de sintese potenciostatica do polipirrol através da técnica de microbalanga
eletroquimica de cristal de quartzo. Neste trabalho, foi desenvolvido um método para
calcular a mudanga de area eletroativa do material durante a eletrossintese a partir de
dois diferentes potenciais, uma vez que, dependendo do potencial aplicado, o
mecanismo de deposi¢cdo muda, consequentemente, tanto a morfologia quanto as
propriedades finais do polimero se tornam diferentes. Como resultado, os
pesquisadores concluiram que no potencial de +0,8V acontecem duas etapas de

nucleacao: a primeira no substrato, que resulta em um filme denso, e a segunda sobre
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o filme ja formado, resultando em um material menos denso, corroborando com o
mecanismo de sintese eletroquimica do polipirrol melhor aceita. Por outro lado,
considerando o potencial de +1,2 V, foi possivel verificar apenas um processo de
nucleacao, o que levou a formacdo de um filme espesso e, posteriormente, ao
crescimento de fibras. No entanto, devido a esse potencial mais alto, o filme ja
depositado foi parcialmente degradado, levando a um material com propriedades
eletroquimicas inferiores quando comparado ao da sintese considerando potencial de
+0,8 V.

Durante a oxidagdo do mondmero pirrol na presenca do poli(4-
estirenosulfonato de sédio), NaPSS, o polipirrol formado é dopado com ions sulfonato
SOs7, se difundindo para a estrutura do filme, substituindo os contraions provenientes
do eletrdlito, Na*, promovendo eletroneutralidade ao material. Esse processo é
influenciado pela quantidade de material depositado no eletrodo, pois quanto maior a
densidade de carga maior a quantidade de material depositado, consequentemente
maior o numero de elétrons e ions que serdo necessarios para manter a
eletroneutralidade. Isto faz com que a reconfigura¢ao da estrutura fisica do polimero
ocorra de forma distinta em comparacao aos eletrodos com menor densidade de carga
(SOARES, 2019).

A partir das medidas de EIS foi possivel complementar a caracterizacao da
resposta dos eletrodos modificados em fungéo das diferentes densidades de carga
para o PPy:PSS. Na Figura 20 (B) observa-se a resposta dos filmes finos depositados
sobre malha de aco. Os resultados obtidos foram modelados a partir da associacao
de um circuito equivalente de Randles modificado, de acordo com o mostrado na
figura. A partir do diagrama de Nyquist € possivel verificar que com o0 aumento da
espessura do filme (aumento da densidade de carga), a resisténcia de transferéncia
de carga, R, diminui. Soares et al., (2019) (SOARES et al., 2019), avaliaram
diferentes densidades de carga para PEDOT e observaram que, com o aumento da
densidade de carga, o valor no parametro R foi proporcional, diferentemente do
observado para o PPy:PSS. Neste caso, o aumento da densidade de carga para o
polipirrol acabou favorecendo os processos redox observados, uma vez que quanto
mais material depositado, maior sera o numero de sitios eletroativos presentes,
contribuindo para aumento das contribuicées capacitivas e faradaicas do polimero.

Portanto, o aumento da densidade de carga avaliado promoveu um aumento na
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capacitancia total do filme, refletindo uma diminuigdo da impedancia para regides de
baixa frequéncia de acordo com o observado nos espectros.

O circuito equivalente utilizado para modelar os dados experimentais ¢é
composto por resisténcia de em série, Rs, que esta associada a contribui¢cao dos ions
presentes no eletrolito, aos cabos, ou seja, resisténcia 6hmica do sistema. Este
parametro € observado na regido inicial do semicirculo. O componente seguinte, é um
elemento de fase constante, Qu, que esta associado a capacitancia da dupla camada
elétrica e se refere a capacidade do material de armazenar carga e o parametro nq,
esta associado a rugosidade do material. Em paralelo, tem-se a resisténcia de
transferéncia de carga, R, que se refere aos processos faradaicos que ocorrem na
interface eletrodo/solucéo provenientes dos processos redox. Por fim, outro elemento
de fase constante que descreve a capacitancia de baixas frequéncias, Qi, € que esta
relacionado ao processo de intercalagdo de cargas na matriz polimérica e, assim como
para Qu, temos o elemento ny, que esta associado a homogeneidade do processo de
intercalagcédo de cargas. Ainda em relagao aos parametros Qu, Qi, Na € Ny, conforme
apresentado na sec¢ao 3.1.1, a representacéo associada para o acumulo de carga
idealmente € um elemento capacitor, entretanto, deve-se levar em considerag¢ao a néo
idealidade da superficie do eletrodo modificado e, nesse caso, um elemento de fase
constante é considerado.

Assim, os valores dos componentes do circuito estimados para diferentes
densidades de carga foram modelados no software DropView 8400. Os valores
estimados séo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores de pardmetros estimados a partir do ajuste de dados espectroscopicos de
impedancia eletroquimica para eletrodos modificados com PPy:PSS a diferentes densidades de carga.

Densidade de carcj;a / mC em2

50 | 150 | 250 500 | 800
Rs 1 kQ 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Rc:/ kQ 20,08 12,18 10,99 5,77 3,76
Qui/ 1075 F s™1 0,81 0,83 0,84 0,88 0,98
Nai 0,91 0,91 0,91 0,91 0,91
Qir/ 1073 F s™1 0,31 0,61 0,51 0,95 1,31
s 0,61 0,59 0,58 0,54 0,48
X2/10°3 1,06 2,08 3,14 4,14 5,19

Fonte: O autor (2025).

Os valores de resisténcia de solugao Rs permitiram observar que nao houve

variacao significativa a partir das densidades de carga avaliadas. Isso sugere a
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estabilidade do eletrdlito e das condicdes experimentais € que as variagoes
observadas nos outros parametros do sistema, como Rc, Qs € Qr, ndo sofreram
influéncia por alteracdes do meio condutor, permitindo uma melhor separacao dos
efeitos em relacdo aos processos que ocorrem na interface eletrodo/eletrdlito, o que
facilita a modelagem do circuito equivalente associado.

Com o aumento da densidade de carga, ha a diminuigdo da resisténcia de
transferéncia de carga R que pode estar relacionada ao aumento da area superficial
do eletrodo, proporcionando uma quantidade maior de sitios ativos para adsor¢ao de
espécies eletroativas, facilitando a transferéncia de carga e reduzindo a resisténcia
observada. Consequentemente, ha um aumento na capacitdncia do sistema,
sugerindo que ha uma melhor formagéo da camada com o aumento da densidade de
carga ou até mesmo uma maior resposta capacitiva da interface.

A capacitancia da dupla camada elétrica, Qu, teve um aumento favorecido
com o aumento da densidade de carga pois, quanto maior o valor de o, mais cargas
estdo sendo acumulados na interface entre eletrodo/eletrélito. Esse comportamento
pode ser justificado a partir do aumento da rugosidade na superficie € de uma maior
area eletroativa favorecendo a capacitancia da dupla camada. Adicionalmente, em
relacéo aos valores de ng nao foi observada variagao significativa, sugerindo que a
superficie do material se mantém homogénea para cada densidade de carga avaliada.

De modo similar a Qu, para Qj foi observado o mesmo comportamento, um
aumento nos valores com o aumento da densidade de carga, uma vez que quanto
mais filme depositado maior sera o numero de sitios disponiveis € uma maior
quantidade de carga precisa ser contrabalanceada. Os valores de nyapresentam uma
pequena oscilagdo, estando muito proximos, sugerindo que apesar de estar
aumentando a quantidade de carga intercalada na matriz durante os processos de
oxidagao e reducado, o processo se torna menos homogéneo.

Sumariamente, com aumento das densidades de carga nos eletrodos
modificados com PPy:PSS, foi possivel observar uma diminui¢do na resisténcia de
transferéncia de carga. Comportamento este que pode ser atribuido a maior
capacitancia da dupla camada elétrica, facilitando a acumulagdo de ions e
promovendo uma resposta mais rapida as variacdoes de potencial. A contribuicdo
faradaica, associada ao aumento da densidade de carga, favoreceu a redugao da
resisténcia aos processos de oxidacido e reduc¢ao, evidenciada pela diminuicdo da
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impedancia em regides de alta frequéncia. E, em se tratando de eletrodos modificados
para aplicacoes eletroanaliticas, o comportamento elétrico como funcio da densidade
de carga considerada é essencial para garantir um melhor desempenho da
plataforma, facilitando a troca de carga e reduzindo a resisténcia total do sistema.

7.1.2 Formacgéo e caracterizacéo de PPy:PSS-AuNPs

Considerando os estudos iniciais realizados em relagdo as densidades de
carga para formacédo de PPy:PSS, foi entdo realizada a incorporagdo de
nanoparticulas metalicas de ouro (AuNPs) ao material por cronoamperometria e, do
mesmo modo que para o polimero avaliado, a quantidade de material na superficie do
eletrodo foi controlada pela densidade de carga de deposi¢cdo. Nesta etapa, a
modificacdo dos eletrodos foi conduzida a partir da eletrodeposicao do filme fino de
PPy:PSS, com densidade de carga de 800 mC cm-~2, com posterior incorporacdo das
AuNPs a partir de uma densidade de carga de 300 mC cm~2. A avaliagéo da formacao
do filme fino nanocomposito foi feita, inicialmente, por voltametria ciclica a uma
velocidade de varredura de 20 mV s~ ' Figura 21 (A). Adicionalmente, espectros de
impedancia eletroquimica foram obtidos na faixa de 10.000 a 0,01 Hz, em potencial
de circuito aberto, com uma perturbacao de 10 mV, Figura 21 (B). Ambas as medidas
de VC e EIS foram realizadas em solu¢do tampéo fosfato salino (PBS) pH 7,4 na
concentragéo de 0,1 mol L.

Figura 21 - Comportamento eletroquimico para eletrodo modificado com PPy:PSS e PPy:PSS-AuNPs
por (A) voltamogramas ciclicos e (B) digramas de Nyquist.

500 6
1A m PPyPSS 15
7 1l e PPy:PSS-AuNPsI it

1 7’
250 1 L # 05

125

i/ uA
o
1
7" 1 kQ

1251 Y24 .-
-250 -
‘ ——PPyPSS 04 ﬁ

— PPy:PSS-AuNPsI ------ (B)

-500 —1. T 3. F. " 3 ° I " 1 - T - @& T & * T r T T I
-08 -06 -04 -02 00 0,2 0,4 0,6 0 1 2 3 4 5 6

E/Vvs Ag/AgCl, Z/kQ

-375

Fonte: O autor (2025).



69

A partir do perfil voltamétrico ciclico apresentado na Figura 21 (A) € possivel
observar que o PPy:PSS apresentou comportamento eletroativo, com processos de
oxidagao e reducédo bem definidos. Muito embora o comportamento eletroquimico do
polipirrol ndo seja completamente elucidado, ele pode exibir processo de troca de
cations e anions de ordem a manter a eletroneutralidade da estrutura, em que esses
processos sédo controlados a partir de diferentes potenciais de polarizagao (OTERO;
ARIZA, 2003). Para o PPy:PSS foram observados processos de oxidagéo e reducgao
em torno de -0,10 e -0,40 V respectivamente. Quando incorporadas as AuNPs, é
possivel observar um acréscimo nas intensidades de corrente de pico anddico e
catodico, quando comparadas apenas ao polimero e um deslocamento dos potenciais
de oxidag¢ao de -0,10 V, considerando PPy:PSS, para -0,15 V apos adi¢ao das AuNPs.
Para reducéo, observa-se um deslocamento para potenciais mais negativos, indo de
-0,40 para -0,50 V aproximadamente. Uma vez que a adigdo de AuNPs contribui para
melhora nas propriedades eletronicas de materiais poliméricos, esse aumento se deve
a maior area eletroativa das nanoparticulas metalicas de ouro que favorecem o
transporte de carga no eletrodo modificado (LOGUERCIO et al., 2023). Ainda, é
possivel observar que a adicao das AuNPs favoreceu o aparecimento de uma nova
onda voltamétrica de reducdo em torno de +0,10 V que esta associada a reducao das
nanoparticulas metalicas de ouro vs. Ag/AgClsat.

Corroborando com esses resultados, na Figura 21 (B) € apresentado os
espectros de impedancia eletroquimica para o PPy:PSS e PPy:PSS-AuNPs. Para o
eletrodo modificado apenas com polimero, conforme discutido na se¢ao anterior, a
resisténcia de transferéncia de carga € maior, mesmo considerando o 800 mC cm-~2.
O efeito apds a incorporacdo das nanoparticulas metalicas de ouro no polimero
favorece o transporte de carga devido a uma maior area eletroativa provenientes das
AuNPs e, como resultado, a resisténcia de transferéncia de carga observada do
nanocomposito diminui. Os dados espectroscépicos de impedancia eletroquimica
foram modelados no software DropView 8400. Os parametros estimados
apresentados na Tabela 3.

Para os sistemas avaliados, ambos nao apresentaram mudancas
significativas nos valores de Rs. Ja em relac&o a resisténcia de transferéncia de carga,
Rct, a diminuicdo observada apos a incorporacao das AuNPs foi de aproximadamente

12 vezes, favorecendo fortemente os processos redox do nanocompdsito. O aumento
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no parametro Qg esta associado a maior area eletroativa do PPy:PSS-AuNPs quando
comparada ao PPy:PSS, enquanto para ng ha uma diminuigdo no valor observado,
sugerindo que a rugosidade do material se modifica com a adigdo das AuNPs. Na
regiao de baixa frequéncia, ocorre um aumento em Qi que esta associado a mudanca
no processo de intercalacdo de cargas na matriz do nanocomposito; corroborando
com esse aumento observado, para niy também € observada a mesma tendéncia e
isso sugere uma intercalagcdo menos homogénea no eletrodo modificado apoés

incorporacao das AuNPs.

Tabela 3 - Pardmetros eletroquimicos estimados para PPy:PSS e PPy:PSS-AuNPs.

PPy:PSS | PPy:PSS-AuNPs
Rs 1 kQ 0,03 0,03
Rc:/ kQ 3,71 0,25
Qa1 /1075 F s™ 1,17 1,77
N 0,91 0,84
Qir/ 10-3 F s™" 2,47 5,14
nit 0,59 0,75
x2/10°8 1,86 1,62

Fonte: O autor (2025).

Assim como observado a partir da modelagem dos dados espectroscépicos
de impedancia eletroquimica para o PPy:PSS a diferentes densidades de carga,
considerando o filme nanocompdsito formado PPy:PSS-AuNPs, o valor de ny sofre
uma variagado expressiva, Tabela 2 e Tabela 3, respectivamente. Esta variagao esta
associada a uma mudanca nos processos interfaciais que ocorrem entre o
eletrodo/eletrolito. Segundo Lasia (2022) (LASIA, 2022) essa variacdo esta
relacionada a heterogeneidades morfoldgica e distribuigcdo de constante de tempos na
interface considerada e, com isso, a diminuicdo no valor deste parametro. Nesta
regiao de baixas frequéncias, a impedancia do sistema € governada por processos de
transporte de massa, como a difusao de espécies idnicas. Para nyigual 0,00, temos a
representacido de um resistor ideal e, neste caso, o comportamento do sistema ¢é
puramente resistivo. Considerando ny = 0,50, temos um sistema com processo de
difusdo semi-infinita, enquanto para ny igual a 1,00 o comportamento do sistema é
puramente capacitivo (GATEMAN et al., 2022). A partir dos valores de ny estimados
para o PPy:PSS, os entre 0,45 e 0,60, estdo associados a processos eletroquimicos
gue sao controlados por difusdo, entretanto com dispersdo em virtude da porosidade,

0 que acaba tornando o processo de difusdo mais complexo. Enquanto para o
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PPy:PSS-AuNPs estdo mais proximos a unidade, configurando, portanto, uma
mudanca de processo e estando associado a uma difusao mais restrita.

A modificagao do eletrodo de malha de ago com PPy:PSS e PPy:PSS-AuNPs
também foi caracterizada por microscopia eletrbnica de varredura e espectroscopia
de energia dispersiva de raios-X. Para esta ultima, apenas para matriz polimérica com
AuNPs incorporadas. Na Figura 22 sao apresentadas as micrografias eletrbnicas de
varredura para ambos os nanomateriais eletrossintetizados sobre a malha de aco,
PPy:PSS e PPy:PSS-AuNPs, obtidas a partir de elétrons secundarios.

Um estudo conduzido por Puerres e colaboradores (2021) (PUERRES;
ORTIZ; CORTES, 2021), avaliou pela primeira vez 0 mecanismo de nucleacio e
crescimento do polipirrol eletrossintetizado sobre substrato de 6xido de estanho
dopado com fluor (FTO). Determinaram, ainda, o efeito que o potencial de sintese
possui sobre propriedades como morfologia, homogeneidade, adesao e condutividade
dos filmes de PPy. A partir de medidas de microscopia eletrénica de varredura e de
corrente transiente, J vs. t, constataram que os filmes obtidos a potenciais entre +0,9
e +1,0 V acabaram exibindo crescimento tridimensional com nuclea¢éo progressiva,
morfologia globular, menor homogeneidade e maior ades&o ao substrato avaliado. Em
contrapartida, os filmes sintetizados entre +1,1 e +1,2 V seguem um crescimento
bidimensional com nucleacdo instantanea. Em relacdo ao potencial de sintese,
observaram que o aumento do potencial de polimerizagcao resulta em filmes
poliméricos com menor condutividade, destacando a importancia de se modificar
substratos a partir da eletropolimerizacédo do mondmero pirrol em aplica¢oes de filmes
finos que envolvam controle das propriedades do material.

A morfologia do polipirrol apresenta variagdo a depender do método de
sintese e dos contraions presentes no meio reacional devido aos eventos
microscopicos que ocorrem nas fases iniciais de organizagdo da cadeia dos
oligbmeros até formacao da cadeia polimérica final. Nesse sentido, as interag¢des inter
e intramoleculares levam a formacao de estruturas especificas. Se o PPy é obtido via
sintese quimica convencional, a partir da polimerizacao oxidativa do mondémero pirrol,
a morfologia mais comum é uma estrutura chamada cauliflower (GOLBA; LOSKOT,
2023; PANDIT et al., 2020). Ja considerando a rota de sintese eletroquimica, a
morfologia do polipirrol é predominantemente globular (PUERRES; ORTIZ; CORTES,
2021). Para o PPy:PSS sintetizado, a morfologia observada foi a globular, acabando
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por revestir a malha de ag¢o constituinte do eletrodo. As nanoparticulas metalicas de
ouro sdo indicadas na regiao circular, Figura 22 (E)-(F), que somente foi possivel de
identificacdo a partir de aplicacao de contraste para elementos pesados, o que
permitiu identificar os aglomerados de AuNPs.

Figura 22 - Micrografias eletrdnicas de varredura para: (A), (B), e (C) PPy:PSS; (D), (E) e (F) PPy:PSS-

AuNPs, com destaque em circulo para aglomerado de nanoparticulas metalicas de ouro incorporadas
na matriz polimérica.

Fonte: autoria propria (2025).

Estas observacoes também foram verificadas por microscopia eletrbnica de
transmissao, conforme apresentado na Figura 23 (A) e (B), logo abaixo.

Figura 23 - Micrografias eletrbnicas de transmisséo para PPy:PSS-AuNPs com aumento de (A) 20.000
e (B) 30.000 vezes.

(A)

Fonte: o autor (2025).
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De modo a corroborar com a micrografia eletrénica de transmissao observada
na Figura 23 (A) foi possivel obter uma distribuicao de valores para os diametros das
nanoparticulas de ouro eletrossintetizadas sobre o eletrodo de malha de acgo
previamente funcionalizado com o filme de PPy:PSS, Figura 24, em que foi possivel
estimar que as AuNPs possuem diametro médio de 24,81 nm, n = 27.

Figura 24 - Distribuicdo estimada do di&metro das AuNPs observadas. Linha de ajuste: distribuic&do
normal.
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Fonte: O autor (2025).

De modo complementar, na Figura 25 € mostrado o espectro de raios-X por
energia dispersiva, corroborando com a informagdes obtidas pelas imagens de MEV,
Figura 22 (E) e (F). Para a fracdo da regido selecionada, foi possivel identificar a
composi¢cao quimica elementar, onde foi atribuido uma contribuicdo em massa
atbmica de 81,3% para ouro quando comparado aos outros elementos presentes,
como carbono, ferro, oxigénio, cromo e niquel, que majoritariamente sao referentes a
composicao da malha de aco. Ainda, € possivel verificar a banda de transi¢ao
referente ao atomo de ouro, com posi¢cao média em torno de 2,1 keV, sendo atribuida,
portanto, a transicdo Au Mq1 de acordo com o mapeamento realizado pelo software do

equipamento utilizado.
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Figura 25 - Espectros de raios-x por energia dispersiva apresentando analise quimica elementar para
uma fragéo do eletrodo modificado com PPy:PSS-AuNPs.

Fonte: O autor (2025).

7.1.3 Construcao de um imunossensor impedimétrico utilizando a proteina

recombinante K39

Apos a funcionalizagdo do eletrodo com as nanoestruturas de PPy:PSS-
AuNPs, sobre a superficie do filme foi ancorado o acido 3-mercaptopropidnico
1 mmol L-', através da ligacdo covalente entre o grupo tiol terminal do 3-MPA a
superficie das AuNPs, obtendo a formacédo de PPy:PSS-AuNPs-MPA. Entdo, os
grupos funcionais terminais presentes na estrutura do alcanotiol, acidos carboxilicos,
foram ativados a partir dos agentes de cross-linking EDC/NHS 10:15 mmol L-', em
que o EDC (1-etil-3(3-dimetilaminopropril)carbodiimida) reage com o grupo —-COOH
resultando na formacao do intermediario o-acilisouréia que ¢ altamente reativo. Entéao,
para estabilizar o intermediario formado, a adicdo de N-hidroxissucinimida (NHS)
estabiliza este intermediario com a formacao de um éster de NHS que € mais estavel
e tem mais afinidade por grupos amina, como os presentes principalmente em
residuos de lisina em proteinas e em outras biomoléculas.

A partir do eletrodo modificado com PPy:PSS-AuNPs-MPA e devidamente
caracterizado, a proteina recombinante K39 foi utilizada como elemento de
reconhecimento biologico para constru¢do de um biossensor para deteccéo de
anticorpos da leishmaniose visceral (LV). A proteina K39 € amplamente utilizada para
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imunodiagndstico soroldgico da LV (DE SOUZA et al., 2019; FUJIMORI et al., 2023);
uma vez que K39 atua como material antigénico que reconhece anticorpos especificos
da LV, portanto o biossensor € denominado imunossensor. Assim, a proteina
recombinante K39 foi ancorada na superficie usando uma concentracido de
50 ug mL-" diluida em PBS 0,1 mol L~ pH 7,4. Ainda, no processo de construcdo de
biossensores, apds ancoramento da biomolécula de reconhecimento é fundamental
realizar o bloqueio dos grupos remanescentes inespecificos. Para este propasito, foi
utilizada uma solugdo aquosa de etanolamina 100 mmol L.

A avaliacgdo inicial do imunossensor utilizando a proteina recombinante K39
foi conduzida a partir das etapas compreendidas para a constru¢ao do biossensor, de
acordo com o apresentado na Figura 26. A caracterizagao foi feita por voltametria
ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica. De acordo com o observado na
Figura 26 (A), ha uma diminuicdo na intensidade da corrente total do eletrodo
biofuncionalizado apds cada etapa de modificagdo. Essa diminui¢ao evidencia que os
processos de transferéncia eletronica e de intercalagdo de cargas na matriz sao
desfavorecidos na presenca das biomoléculas conjugadas a superficie. De maneira
geral, esse comportamento sugere que adicdo de camadas com propriedades
isolantes dificultam os processos eletroativos sobre a superficie eletrédica. Ademais,
a partir dos diagramas de Nyquist apresentados na Figura 26 (B) é possivel verificar
a concordancia com os dados obtidos por voltametria ciclica, sendo possivel observar
um aumento na resisténcia de transferéncia de carga a partir de cada etapa,
observado através do aumento do semicirculo saindo de regido de altas frequéncias
para baixas frequéncias. Aqui vale salientar que, apds a etapa de funcionalizag¢ao do
PPy:PSS-AuNPs com acido 3-mercaptopropidnico, os grupamentos terminais do 3-
MPA s&o ativados (conversao dos grupos carboxilicos a grupos ésteres). Mas como
nao ha diferencas nas respostas obtidas para este processo, esta etapa nao foi
apresentada nos resultados.

A partir dos dados obtidos por espectroscopia de impedancia eletroquimica,
os parametros eletroquimicos, Tabela 4, evidenciam que os valores relacionados a
resisténcia de transferéncia de carga, R«, apresentaram mudang¢a mais significativa
entre as etapas. Na literatura, esse comportamento € evidenciado, constituindo uma
caracteristica comum em biossensores impedimétricos. Ainda, esse aumento nos

valores de R esta relacionado ao impedimento do transporte de carga causado a
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partir da deposicdo de cada camada associada a constru¢ao do imunossensor. A
resisténcia 6hmica, Rs, apresentou uma ligeira variagdo para cada etapa, porém nao
significativa. Ja para o Qu € possivel observar uma diminui¢do, sugerindo que as
camadas de estruturas sobre o eletrodo criam uma barreira na interface
eletrodo/eletrolito, enquanto a oscilacado verificada nos valores de ng podem estar
associadas a mudanga da morfologia na superficie do eletrodo. Para Qjsfoi observado
uma diminuigdo, sugerindo que ocorre mudanga no processo de intercalagédo de
cargas na matriz apds cada etapa de biofuncionaliza¢ao e, adicionalmente, a discreta
diminui¢ao no valor de ny esta associada a um processo de intercalagédo de cargas
menos homogéneo.

Figura 26 - (A) comportamento voltameétrico ciclico e (B) diagramas de Nyquist para eletrodo modificado

com filme de PPy:PSS-AuNPs e demais etapas de funcionalizag8o para construgdo do imunossensor
utilizando a proteina recombinante K39.
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Tabela 4 - Par&metros eletroquimicos estimados a partir da modelagem dos espectros de impedéncia
eletroquimica para cada etapa do imunossensor baseado na proteina recombinante K39.

PPy:PSS-AuNPs | 3-MPA | rk39 | Etanolamina
Rs/Q 35,20 37,41 37,54 36,95
R/ Q 91,17 311,98 469,88 514,95
Qa1 /1075 F s™ 2,57 2,22 1,59 1,55
Nai 0,79 0,84 0,82 0,87
Qir/ 10-3 F s 8,43 7,91 6,59 6,56
s 0,86 0,84 0,87 0,83
x2/10°3 4,94 4,88 9,94 6,06

Fonte: O autor (2025).
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Uma vez caraterizada a etapa de construcido do imunossensor, o proximo
passo consistiu em sua avaliacdo a partir da adicao de diferentes concentragdes: 1,
20, 40, 60, 80 e 100 ng mL~"; de anticorpos monoclonais anti-K39, Figura 27. Da
mesma forma como observado anteriormente com a avaliacao etapa por etapa, para
a interacao antigeno-anticorpo, K39 e mAb-k39, o aumento no valor da resisténcia de
transferéncia de carga também €& observado.

Figura 27 - (A) Diagramas de Nyquist obtidos para o imunossensor baseado na proteina recombinante
K39 exposto a diferentes concentragdes de anticorpo monoclonal mAb-K39 e (B) Curva analitica obtida

a partir do AR« como fungdo da concentragdo de mAb-K39.
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A Figura 27 (A) evidencia as respostas obtidas do imunossensor exposto as
diferentes concentracées de anticorpos monoclonais contra proteina recombinante
K39, sendo possivel verificar que o perfil de resposta para cada uma das Cmabkso €
melhor analisado a partir da mudanca nos valores de resisténcia de transferéncia de
carga, R« Os dados espectroscopicos de impedancia eletroquimica foram modelados
a partir do circuito anteriormente apresentado na Figura 20 (B). Adicionalmente, é
possivel observar que os valores obtidos de resisténcia a transferéncia de carga
aumentam linearmente com o aumento da concentracdo do anticorpo monoclonal,
como esperado, uma vez que para maiores concentracdoes de anticorpo sobre o
eletrodo ha um maior impedimento no processo de transferéncia eletrbnica,
dificultando os processos eletroativos sobre a superficie eletrodica.

A curva analitica apresentada na Figura 27 (B) foi obtida a partir da variagao

na resposta de R para cada uma das concentracdes avaliadas do anticorpo
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monoclonal (Ab-K39), sendo cada valor subtraido do valor de R da etapa do bloqueio,
considerado o branco (CRISTEA, 2021). Todas as concentragbes avaliadas foram
medidas no mesmo conjunto de imunossensores e 0s ensaios foram realizados em
triplicata, considerando eletrodos diferentes. A partir do comportamento linear da
variagao da resposta medida como fun¢ao da concentracido de anticorpo monoclonal
foi possivel obter a equagao da regresséo linear:

AR, = 9,5088 + 0,4642 X [C.ap_xao] (ng mL™1) (11)

Com base no perfil analitico apresentado pelo imunossensor proposto
utilizando proteina recombinante K39, foi possivel estimar os limites de deteccao e

guantificacao, LOD e LOQ, respectivamente. Para estes calculos foi considerado:

3,3 X DPA
LOD = —— (12)
10 x DPA

Onde DPA representa o desvio-padrao amostral de 3 medidas referente
apenas a etapa de blogueio e, por conseguinte, anterior a exposi¢cao as concentragdes
de anticorpo; e m € o coeficiente angular da reta obtida a partir da regressao linear da
curva analitica apresentada na Figura 27 (B). Com isso, a partir das equacgdes (12) e
(13) foi possivel estimar os limites de deteccdo e quantificacdo de 0,86 e
2,89 ng mL-', respectivamente ou 5,79 e 19,32 pmol L.

Apesar de existirem alguns poucos trabalhos na literatura envolvendo
aplicagcoes de eletrodos modificados para imunodiagnostico eletroquimico, quer
voltamétrico ou impedimétrico, para leishmaniose visceral canina, ainda ha opg¢des
estratégicas interessantes, tanto sob o ponto de vista estrutural quanto de sua
relevéncia. Martins e colaboradores (MARTINS et al., 2020) propuseram um
biossensor eletroquimico-voltamétrico baseado em eletrodo de carbono impresso
modificado com ouro para deteccdo especifica da leishmaniose visceral e
apresentaram um limite de deteccdo de 200 ng mL~" Em um estudo mais recente,
Martins e colaboradores (MARTINS et al., 2024) utilizaram um eletrodo de carbono
impresso comercial e realizaram modificagado quimica da superficie a partir da adicéo
de oxido de grafeno e nanoparticulas de ouro para determinagédo voltamétrica de
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anticorpos da leishmaniose visceral e obtiveram um limite de detecdo de
5,568 mgmL-"'. Nazari-Vanani e colaboradores (NAZARI-VANANI; HELI;
SATTARAHMADY, 2020) desenvolveram um genossensor impedimétrico para
Leishmania infantum baseado em um disco de platina modificado com nanoestruturas
de sulfeto de cadmio, onde o dispositivo apresentou limite de deteccdo de
1,2 ng mL-". Ainda, Liberato e colaboradores (LIBERATO et al., 2019) propuseram
um biossensor eletroquimico para deteccao rapida de anticorpos de leishmaniose a
partir de uma blenda polimérica formada por poliamida e nanofibras de quitosana, com
limite de deteccado de 0,2 pg mL~".

Agora, nao relacionados ao contexto eletroquimico, porém relevantes, Deris
e colaboradores (DERIS et al., 2022) desenvolveram um bioconjugado a partir de
nanoparticulas de ouro funcionalizadas como estratégias de amplificacdo de sinal
para diagnostico de leishmaniose visceral e obtiveram um limite de detecgdo de
32 fg uL~". Ainda, considerando técnicas de transducao édticas, Volpe e colaboradores
(VOLPE et al., 2024) desenvolveram um biossensor baseado em ressonéncia de
plasmons de superficie, biofuncionalizados com peptideos sintéticos para deteccao
de leishmaniose visceral canina e obtiveram um valor de 1,05 nmol L~ para limite de
deteccao.

Nesse sentido, os valores de LOD e LOQ estimados neste projeto, até o
presente momento, encontram-se dentro do intervalo de valores ja reportados em
literatura; contudo, a estratégia proposta apresenta como vantagem o uso de um
eletrodo flexivel e descartavel e de relativo baixo custo. Vale salientar que o objetivo
deste estudo foi de apenas avaliar a potencialidade da plataforma baseada em
eletrodo de malha de aco e que, funcionalizado com nanomateriais estratégicos,
permitiu a identificagao rapida e eficaz de anticorpos monoclonais a partir da proteina
recombinante K39.

7.1.4 Construcao de um imunossensor impedimétrico utilizando a proteina

recombinante C1

A proteina recombinante C1 é pertencente a classe das proteinas hipotéticas,
uma vez que nao se sabe qual a fungcao dessa proteina no protozoario de Leishmania
spp. Essa biomolécula foi selecionada com base em quatro critérios diferentes.

Primeiramente, a proteina C1 nado foi anteriormente descrita em literatura na
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constru¢cao de biossensores eletroquimicos, entretanto os primeiros trabalhos sao
relacionados a biossensores oticos baseados na técnica de ressonancia de plasmons
de superficie e microbalanca de cristal de quartzo (SOUTO, et al., 2013a; SOUTO, et
al., 2015b). Em segundo lugar, essa proteina € conservada em espécies de
Leishmania. O terceiro critério consistiu na presenca de epitopos de células B como
previsto em dois softwares simultaneamente (BCPred e ABCPred). O quarto fator, &
que os epitopos mapeados nao reagiram com soros caninos infectados com
Trypanosoma cruzi, nem mesmo com Soros caninos saudaveis em imunoblottings.
Adicionalmente, seus epitopos sao altamente imunogénicos quando testados com
soros caninos infectados com L. infantum (GALVANI et al., 2021; JAIN et al., 2023)

Nesse sentido, a proteina recombinante C1 e seus anticorpos especificos
(imunoglobulinas G - IgGs) foram utilizados na plataforma nanoestruturada baseada
em PPy:PSS-AuNPs-3-MPA para fins de avaliagdo da interagdo antigeno-anticorpo,
Figura 28. Todas as etapas associadas a construgao e caracteriza¢ao da plataforma
ja foram descritas na se¢éo anterior (para a proteina recombinante K39). Nesta etapa,
a unidade de biorreconhecimento utilizada foi a proteina recombinante C1 na
concentracéo de 50 ug mL" diluida em PBS 0,1 mol L' pH 7,4. O imunossensor foi
avaliado frente a exposicao de cinco concentragdes: 0,1, 1, 10, 100 e 1000 pg mL~";
de anticorpos policlonais para proteina recombinante C1, com fins de verificacao do
potencial de biossensoriamento ao usar a C1.

Como observado para o par K39-mAb-K39, o comportamento para a formacao
do complexo C1-Ab-C1 possibilita verificar o perfil de resposta para cada uma das
concentragdes de anticorpo policlonal avaliada. O paréametro eletroquimico utilizado
para expressar a correspondente resposta € o valor de resisténcia de transferéncia de
carga, R Ainda, é possivel observar um aumento no Rs com o aumento da
concentracéo de anticorpo para a faixa avaliada, de 0,1 a 1000 pg mL~". Para maiores
concentracdes de anticorpo sobre o eletrodo ha um maior impedimento no processo
de transferéncia eletrbnica dificultando mais significativamente os processos

eletroativos sobre a superficie eletrodica.

Na Figura 28 (B) ¢ apresentada a relagdo linear para o imunossensor
construido com a proteina recombinante C1, com avaliagdo no parametro

eletroquimico AR« em func¢do do logaritmo da concentragao de anticorpos policlonais
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para C1. A equacgao da regressao linear obtida a partir da curva analitica apresentada

€ dada por:
AR, = 51,0833 + 42,8542 x log[Cpap—c1] (pgmL™1) (14)

Figura 28 - (A) Diagramas de Nyquist obtidos para imunossensor baseado na proteina recombinante
C1 exposto a diferentes concentragBes de anticorpo policlonal pAb-C1 e (B) Curva analitica obtida a
partir do ARct como fungdo da concentragéo de pAb-C1.
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A plataforma avaliada apresentou elevada capacidade para deteccdo dos
anticorpos da leishmaniose visceral, permitindo estimar limites de deteccado e
quantificacdo em 0,58 e 1,95 pg mL~", respectivamente, ou 3,91 e 13,05 fmol L-".
Nesse contexto, os resultados mostram que todo o processo adotado para a
modificacdo do eletrodo e posterior biofuncionalizacdo da plataforma avaliada
conduziram a resultados satisfatorios.

Conforme citado anteriormente, existem poucos trabalhos em literatura
utilizando a proteina recombinante C1 em imunossensor para detec¢ao de anticorpos
contra a leishmaniose visceral, quer eletroquimico ou o6tico. Nesse sentido, um
trabalho reportado por Souto e colaboradores (2015) (SOUTO et al., 2015a) faz o uso
da técnica de ressonéncia de plasmons de superficie (SPR) para desenvolver um
imunossensor do tipo o6tico para detecgado de anticorpos anti-C1 utilizando como
elemento de reconhecimento a proteina recombinante C1 com fun¢éo desconhecida

para L. infantum. Este estudo se baseou no uso de um substrato de ouro
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funcionalizado com monocamadas auto-organizadas de cisteamina em combinagao
com o dendrimero polilamidoamina) de 4% geragcdo (PAMAM(G4)) para
reconhecimento de anticorpos especificos da leishmaniose visceral. A plataforma
apresentou limites de deteccdo e quantificagdo de 7,37 nmol L-' e 7,83 nmol L7,
respectivamente. Em um estudo mais recente, Oliveira, Souto e Zarbin (2024)
(OLIVEIRA; ZARBIN; SOUTO, 2024) exploraram a versatilidade de nanoestruturas 2D
e 3D baseadas em dendrimeros estabilizadas com nanoparticulas de prata e
avaliaram o uso em um imunossensor também baseado em SPR para deteccio de
anticorpos para L. infantum, entretanto, neste estudo nao foram apresentados limites
de deteccdo e quantificacao.

Com base no exposto, a partir da plataforma aqui proposta usando como
material de reconhecimento a proteina recombinante C1 os limites de detecc¢ao e
guantificacao obtidos sdo competitivos com os apresentados em literatura. Aqui, mais
uma vez, cabe salientar o que o objetivo deste projeto foi avaliar a potencialidade da
estratégia baseada em um eletrodo de malha de ago funcionalizado com
nanoestruturas de PPy:PSS-AuNPs para detec¢cédo de anticorpos para leishmaniose
visceral. Além disso, avaliar o potencial de novas proteinas recombinantes de L.

infantum para serem exploradas no diagndstico soroldgico dessa parasitose.

7.1.5 Uso dos biossensores construidos com as proteinas recombinantes K39 e C1
para detec¢ao de anticorpos em soros caninos

As respostas dos imunossensores utilizando as proteinas recombinantes K39
e a proteina com fun¢ao desconhecida em L. infantum (C1) foram avaliadas em pools
de soros caninos dos grupos positivo e negativo para leishmaniose visceral canina. A
Figura 29 evidencia os resultados obtidos com a K39 e na Figura 30 os resultados
com a C1. Para melhor verificar a diferenciacao da resposta para os soros caninos
positivos e negativos, na Figura 31 € apresentada a variagdo do parédmetro de
resisténcia de transferéncia de transferéncia de carga, ARy, como fungdo dos
diferentes fatores de diluicdo para os pools de soros negativos e positivos para

leishmaniose visceral canina. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas.
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Figura 29 - Diagramas de Nyquist obtidos para imunossensor baseado em proteina recombinante K39
exposto a diferentes fatores de diluicdo em pools (A) negativo (n = 5) e (B) positivo (n = 5) para

leishmaniose visceral canina.
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Figura 30 - Diagramas de Nyquist obtidos para imunossensor baseado em proteina recombinante C1
exposto a diferentes fatores de diluicdo em pools (A) negativo (n = 5) e (B) (n = 5) positivo para

leishmaniose visceral canina.
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O imunossensor utilizando proteina K39 apresentou um aumento significativo

no valor da resisténcia de transferéncia de carga para fatores de diluicdo menores

para o soro positivo. Isso sugere que ha uma maior interagdo entre os anticorpos

presentes no soro com a proteina K39 biofuncionalizada a plataforma baseada em



84

PPy:PSS-AuNPs-3-MPA. Para o imunossensor utilizando a C1, o mesmo
comportamento observado para o Rt € verificado, entretanto, considerando o fator de
diluicdo de 1:10, a proteina K39 tem um aumento mais expressivo no valor da
resisténcia de transferéncia de carga quando comparada a proteina C1. Para
concentragbes mais diluidas, ambas as plataformas apresentaram sensibilidade ao

detectar anticorpos para leishmaniose visceral canina.

Figura 31 - Representagao do perfil de diferenciagdo dos imunossensores baseados em (A) rK39 e (B)
rC1 expostos aos pools de soros negativo e positivo para leishmaniose visceral canina para cada fator
de diluicao considerado.
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Fonte: O autor (2025).

Nesse sentido, os imunossensores propostos demonstraram excelente
capacidade de discriminagdo entre os grupos positivo e negativo para leishmaniose
visceral. Essa caracteristica configura um ponto de relevancia, sobretudo por se tratar
de uma abordagem diagnéstica alternativa, uma vez que a especificidade das
respostas representa um dos principais critérios de eficacia da estratégia. Ademais, a
distingdo clara entre as amostras dos hospedeiros infectados e nao infectados
evidencia o potencial dos biossensores como ferramenta para triagem e
monitoramento desta doenga, especificamente em regides endémicas, onde o
diagndstico precoce € essencial para o controle epidemiolégico.

Além disso, cabe ressaltar que, no contexto de biossensores respostas
inespecificas ainda constituem um dos maiores desafios técnicos, o que acaba por

comprometer a acuracia dos resultados obtidos e limita a aplicabilidade clinica de
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muitos sistemas. Sob essa perspectiva, a seletividade observada nos imunossensores
utilizando as proteinas recombinantes K39 e C1 representa um avanc¢o significativo,
contribuindo para suprir limitagdes e abrir caminhos para o desenvolvimento de
plataformas diagndsticas mais robustas, com altas sensibilidades e adaptaveis a

diferentes contextos de saude publica.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

Neste trabalho, foi avaliada a modificacdo eletroquimica de eletrodos de
malha de ago com nanoestruturas do polimero condutor polipirrol (PPy) decoradas
com nanoparticulas metalicas de ouro (AuNPs), com objetivo de verificar o potencial
da plataforma na deteccdo de anticorpos contra L. infantum, propondo uma nova
metodologia para sorodiagnostico da leishmaniose visceral canina. A modificagdo do
eletrodo foi bem-sucedida e avaliada por técnicas eletroquimicas, espectroscopica e
microscopicas. O eletrodo modificado com PPy:PSS-AuNPs foi aplicado em
biossensoriamento por meio da formacdo de uma monocamada auto-organizada
baseada no alcanotiol acido 3-mercaptopropidnico, de forma a obter maior orientacao
no processo de imobilizagao, via ligagao covalente, das proteinas recombinantes K39
e C1 sobre 0 nanomaterial.

A partir das técnicas de voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia
eletroquimica foi possivel caracterizar para cada etapa no processo de construcio dos
imunossensores. Para deteccao de anticorpos especificos monoclonais e policlonais
purificados, especificamente, a plataforma proposta neste projeto apresentou boa
sensibilidade durante o processo de avaliagéo da interagdo antigeno-anticorpo, tanto
para o par K39-mAb-K9 quanto para C1-AbC1, possibilitando estimar os limites de
deteccdo e quantificagdo em 5,79 e 19,32 pmol L-' e 3,91 e 13,05 fmol L7,
respectivamente. Também foi possivel aplicar os biossensores desenvolvidos para
detectar anticorpos em amostras de soro canino. Nesta etapa, 0os imunossensores
foram expostos a diferentes fatores de diluigdo de pools de soros negativo e positivo,
0 que permitiu concluir que ambas as plataformas apresentaram boa sensibilidade e
seletividade, com excelente discriminacao das amostras de caes infectados e nao
infectados.

De modo geral, os resultados apresentados neste projeto sdo promissores,
evidenciando a viabilidade da plataforma nanoestruturada baseada em PPy:PSS-
AuNPs utilizando proteinas recombinantes K39 e C1 com potencial para detecgao de
anticorpos para leishmaniose visceral canina. A detec¢ao dos anticorpos foi realizada
tanto em amostras purificadas quanto em soros caninos pouco diluidos e muito
diluidos, permitindo deteccao para soros entre 10 a 1600 vezes diluidos.

Complementarmente aos objetivos apresentados, espera-se que a partir
desta pesquisa fundamental este método alternativo possa ser validado, considerando
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todos os desdobramentos necessarios, de modo a contribuir com a utilizacdo de
imunossensores eletroquimicos no contexto das doengas tropicais negligenciadas,
impactando de modo positivo as estatisticas globais associadas a ndo apenas essa
doenga. Por fim, a plataforma utilizada neste trabalho se mostrou promissora,
podendo ser explorada ndo apenas como estratégia para o imunodiagnostico da
leishmaniose visceral canina, mas também como base para o desenvolvimento de
sistemas voltados a investigagdo da interagdo entre antigeno e anticorpo em

diferentes contextos médicos.
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